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ПРЕДИСЛОВИЕ

Учебное пособие создано в соответствии с учебным пла-
ном и базовой программой подготовки студентов по специ-
альности 1-31 01 01-02 Биология (научно-педагогическая дея-
тельность); специализация 1-31 01 01-02 05 Биохимия. Этот 
предмет завершает подготовку специалистов в 10-м семестре 
обучения студентов и предназначен для ознакомления обучае-
мых с характером биохимических исследований, проводимых 
в ряде вузов Министерства образования и научно-исследова-
тельских институтах Национальной академии наук Республи-
ки Беларусь. Учебное пособие не претендует на исчерпываю-
щую информацию о многогранных биохимических исследо-
ваниях белорусских ученых. Данное издание должно проде-
монстрировать то, что биохимические методы исследования 
активно внедряются в фундаментальные и прикладные иссле-
дования не только в общепризнанных и авторитетных науч-
ных и педагогических центрах г. Минска, но и в других горо-
дах республики.

Изучение современных проблем биохимии служит для до-
стижения основной цели: подготовить выпускника-биохимика 
к профессиональной деятельности и сократить время его 
адаптации к решению научных, производственных и учебных 
биохимических задач. В соответствии с этим пособие включа-
ет материалы по применению биохимических методов in sili-
co (компьютерное моделирование), in vitro и in vivo. В матери-
алах книги содержится более 190 методик биохимического 
анализа, 50 таблиц, более 90 рисунков, около 200 источни-
ков литературы. Потребность в таком издании вызвана 
тем, что стремительное развитие технологий биохимических 
исследований сокращает навыки биохимика-исследователя до 
этапа пробоподготовки, а остальное выполняют приборы. 

Наряду с классическими методами выделения и изучения 
ферментов, оценки обмена белков, углеводов, липидов, нукле-



иновых кислот, состояния энергетического обмена, свободно-
радикальных процессов в пособии представлены методы им-
мунохимического анализа, молекулярно-генетических иссле-
дований, анализа данных банков нуклеотидных и аминокис-
лотных последовательностей макромолекул, исследование 
нанофлюидики. В практическом отношении будут полезными 
методики изучения фагоцитоза, апоптоза, некроза, биохими-
ческих характеристик тканей животного и растительного про-
исхождения.

Глава 1 написана В.В. Хрусталевым, Е.В. Барковским, 
Д.Я. Задорожным; гл. 2 – А.С. Дроздовым, С.Б. Бокутем; 
гл. 3 – А.Ф. Макарчиковым; гл. 4 – Е.М. Дорошенко, 
В.Ю. Смирновым; гл. 5 – В.Н. Никандровым, Н.С. Пыжо-
вой; гл. 6 – Л.И. Надольник, О.И. Валентюкевичем; гл. 7 – 
А.И. Грицуком; гл. 8 – Э.П. Титовцом; гл. 9 – Л.М. Караедовой; 
гл. 10 – А.Н. Бородинским, И.К. Дремзой; гл. 11 – В.У. Бу ко, 
О.Я. Лукивской, Е.Е. Нарутой; гл. 12 – Л.Б. Заводником, 
Е.А. Лап шиной, В.Т. Чещевиком, И.К. Дремзой, И.Б. Заводни-
ком; гл. 13 – Е.И. Коваленко, А.А. Чиркиным; гл. 14 – 
Е.О. Данченко; гл. 15 – Н.В. Пивень; гл. 16 – С.Б. Мельновым, 
Т.Л. Лебедь, В.Н. Ки пенем; гл. 17 – Т.А. Толкачевой, И.М. Мо-
ро зовой, Г.В. Ляхновичем; гл. 18 – Е.В. Морозовой, Л.Н. Ни-
колаевич, А.А. Чиркиным.



5

ГЛ А ВА  1 . БИОИНФОРМАТИЧЕСКИЕ 
МЕТОДЫ ДЛЯ ОТБОРА КОМПОНЕНТОВ 

СИНТЕТИЧЕСКИХ ПРОТИВОВИРУСНЫХ 
ВАКЦИН

Создание синтетических вакцин – одно из перспективных 
направлений в современной иммунохимии. К преимуществам 
синтетических вакцин (по сравнению с аттенуированными 
и инактивированными) относятся: безопасность, более высо-
кая специфичность, снижение вероятности развития аллерги-
ческих реакций. В состав синтетических вакцин входят корот-
кие пептиды, соответствующие В-клеточным или Т-кле точ-
ным эпитопам полноразмерных вирусных белков. 

В последнее время синтез пептидов длиной до 30 амино-
кислотных остатков – рутинная и относительно недорогая 
процедура (для этого используются полностью автоматизиро-
ванные синтезаторы). Короткие пептиды стало целесообраз-
ней синтезировать, чем получать с использованием биотехно-
логии. Не менее важным путем применения синтетических 
пептидов, соответствующих наименее мутабельным и наибо-
лее консервативным В-клеточным эпитопам вирусных белков, 
является использование их в качестве антигенов для создания 
иммуноферментных тест-систем, которые можно использо-
вать как в диагностических целях, так и для оценки напря-
женности иммунитета после вакцинации.

1.1. Схема отбора компонентов 
для синтетических вакцин

Идея создания синтетических вакцин получила распро-
странение еще в 1980-е гг., однако реализация таких проектов 
оказалась затруднительной по нескольким причинам.
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Первой причиной неудач является то, что не все участки 
белка иммуногенны. Проблему отбора наиболее иммуноген-
ных фрагментов белка пытались решить путем создания спо-
собов предсказания линейных и конформационных В-клеточ-
ных эпитопов. Широкую известность получили шкалы гидро-
фильности и акрофильности аминокислотных остатков [1]. 
Однако даже те короткие участки белка, которые обладают 
наиболее выраженными антигенными свойствами, зачастую 
не дают перекрестных реакций с полноразмерными белками. 
Причиной является то, что далеко не каждый пептид сохраня-
ет структуру, схожую с такой же структурой у соответствую-
щей части полноразмерной молекулы. В связи с этим многие 
исследователи предпочитают работать над созданием реком-
бинантных вакцин, основой которых, как правило, являются 
более крупные фрагменты белков (домены) [2]. В настоя-
щей главе описывается процесс использования методов, по-
зволяющих выделить наиболее иммуногенные участки бел-
ков, а также предлагается особый подход для отбора тех 
участков, которые должны с высокой долей вероятности со-
хранять свою структуру, будучи «изолированными» от остав-
шейся части полипептида.

Второй причиной неудач в процессе создания синтетиче-
ских вакцин является высокая частота мутаций, присущая 
многим вирусам. До создания метода выделения наименее 
мутабельных (наименее подверженных аминокислотным за-
менам) участков белков [3], которому посвящена боль-
шая часть данной главы, эту проблему решали путем опреде-
ления тех фрагментов белков, которые являются наиболее 
консервативными в процессе эволюции. По нашему мнению, 
данные подходы являются взаимодополняющими [4].

Предложенная схема работы по отбору компонентов для 
синтетических вакцин состоит из пяти этапов: 1) определе-
ние основных направлений мутационного давления в вирус-
ном гене; 2) выделение наиболее иммуногенных областей 
в соответствующем вирусном белке; 3) предсказание вто-
ричной структуры и сайтов гликозилирования для выделен-
ных наиболее иммуногенных областей; 4) определение 
уровней мутабельности выделенных эпитопов; 5) оценка их 
консервативности. На каждом из последних четырех эта-
пов число «кандидатов» на включение в состав синтетиче-
ской вак цины может существенно сократиться. В результате 



7

такого отбора с помощью биоинформатических методов су-
щественно сокращаются расходы на проведение последую-
щих этапов исследования: синтеза пептидов, оценки их ан-
тигенных свойств с использованием аффинной хроматогра-
фии и иммуноферментного анализа, иммунизации лабора-
торных животных.

Основой для первого и четвертого этапов работы является 
теория направленного мутационного давления, согласно кото-
рой определенные типы нуклеотидных мутаций в данном гене 
происходят с большей частотой, чем другие [5]. Определить, 
какие именно типы мутаций происходят чаще, можно путем 
изучения частот использования нуклеотидов в тех сайтах ну-
клеотидных последовательностей, в которых они являются 
нейтральными [5].

С применением описанных ниже биоинформатических ме-
тодов был выделен наименее мутабельный эпитоп поверх-
ностного белка gp120 вируса иммунодефицита человека пер-
вого типа (ВИЧ1) [3]. Соответствующий ему пептид, состоя-
щий из 21 аминокислотного остатка, сохранил свои антиген-
ные свойства: в крови 80,2 % людей с впервые выявленной 
ВИЧ1-инфекцией были обнаружены антитела, перекрестно 
реагирующие с ним [6].

В данной главе сконцентрировано внимание на гемагглюти-
нине того штамма вируса гриппа H1N1, который вызвал эпиде-
мию в 2009 г. [7]. По данным филогенетического анализа, этот 
штамм вируса гриппа (известный как «свиной грипп») продол-
жает циркулировать в человеческой популяции до настоящего 
времени.

Инактивированная вакцина Vaxigrip против гриппа изго-
тавливается следующим образом: вирусы трех наиболее рас-
пространенных в текущем году штаммов культивируются на 
куриных эмбрионах, затем полученные вирионы разрушаются 
детергентом Triton X-100 и инактивируются раствором фор-
мальдегида. В результате данных процедур могут существен-
но изменяться антигенные свойства вирусных белков. Эффек-
тивность вакцинации (по данным производителя) достигает 
70 %. Использование синтетической вакцины может сокра-
тить количество аллергических реакций, обеспечить выработ-
ку антител к наименее мутабельным эпитопам поверхностных 
белков вируса (гемагглютинина и нейраминидазы), обладаю-
щих нейтрализирующей активностью, повысив эффектив-
ность вакцинации.
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1.2. Определение основных направлений 
мутационного давления в вирусном гене

Для того чтобы определить основные направления мутаци-
онного давления в гене вируса, на первом этапе необходимо 
произвести расчет частот использования нуклеотидов в его 
четырехкратно и двукратно вырожденных сайтах третьих по-
ложений кодонов. С помощью алгоритма VVK Sliding Window 
(www.barkovsky.hotmail.ru) можно произвести расчет дан-
ных частот на протяжении одной нуклеотидной последова-
тельности с использованием методики скользящего окна. Ну-
клеотидная последовательность копируется в обозначенную 
ячейку на листе «sequence», в другой ячейке на том же листе 
указывается длина скользящего окна в кодонах. После этого 
на листе «results» появляется номер ячейки, которой необхо-
димо заканчивать графики. Сами графики находятся на соот-
ветствующих листах файла MS Excel. Использование MS Excel 
в качестве программной оболочки для подобных алгоритмов 
позволяет с легкостью использовать преимущества данной 
программы в процессе статистического анализа и визуализа-
ции данных.

Четырехкратно вырожденные сайты – сайты, в которых 
любая нуклеотидная замена является синонимичной (не вы-
зывает замены аминокислотного остатка в кодируемом белке).

Двукратно вырожденные сайты третьих положений ко-
донов – сайты, в которых синонимичной является только 
транзиция, но не две возможные трансверсии.

Путем сравнения частот использования нуклеотидов в че-
тырехкратно вырожденных сайтах можно определить преиму-
щественное направление трансверсий, путем сравнения ча-
стот использования нуклеотидов в двукратно вырожденных 
сайтах – преимущественное направление транзиций.

На рис. 1.1, а видно, что частота использования (измеряет-
ся в долях единицы) аденина в четырехкратно вырожденных 
сайтах (A4f) на протяжении гена, кодирующего гемагглюти-
нин штамма A/New York/INS151/2009 вируса гриппа H1N1, 
значительно превышает частоту использования цитозина (C4f). 
Для построения графиков, изображенных на рис. 1.1, исполь-
зовалось скользящее окно длиной 100 кодонов с шагом в 1 ко-
дон. В столбцах на листе «results» содержатся частоты ис-
пользования нуклеотидов в соответствующих сайтах в каж-
дом окне. С использованием функции MS Excel под названием 
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«ТТЕСТ» можно проверить, достоверна ли разница между A4f 
и C4f на протяжении одного отдельно взятого гена по значе-
нию P (сравнение проводится с помощью попарного t-теста). 
Поскольку частоты использования нуклеотидов на протяже-
нии гена подвержены колебаниям в довольно широких преде-
лах, в том числе и вследствие случайных причин, целесо-
образней сравнивать уровни A4f и C4f попарно. Значение P 
для парной разности между A4f и C4f было меньше 0,001. 
Значение P для парной разности между частотами использо-
вания гуанина и урацила в четырехкратно вырожденных сай-
тах (G4f и U4f соответственно) составило 0,176, что свиде-
тельствует о том, что разность эта недостоверна (см. рис. 1.1, б). 
Наиболее высокой в четырехкратно вырожденных сайтах яв-
ляется частота использования аденина.

Согласно теории мутационного давления [6], повышенная 
частота использования аденина в четырехкратно вырожден-
ных сайтах является следствием того, что замены других ну-
клеотидов на аденин происходят чаще, чем замены аденина на 
другие нуклеотиды. Значительный вклад в это мутационное 
А-давление должны вносить трансверсии цитозина на аденин.

В двукратно вырожденных сайтах третьих положений ко-
донов разность между частотами использования урацила 
и цитозина (U2f3p и C2f3p) является достоверной (P < 0,001), 
несмотря на наличие участка (начиная с кодона 400 до терми-
нального кодона), в котором уровень C2f3p превышает уро-
вень U2f3p (см. рис. 1.1, в). Частота использования аденина 
в двукратно вырожденных сайтах достоверно превышает ча-
стоту использования гуанина (P < 0,001). Судя по этим дан-
ным, на участке, кодирующем гемагглютинин данного штам-
ма вируса гриппа, транзиции гуанина на аденин и цитозина на 
урацил происходят чаще, чем обратные замены: транзиции 
аденина на гуанин и урацила на цитозин.

Если для четырехкратно вырожденных сайтов характерна 
картина А-давления, то для двукратно вырожденных сайтов 
характерна картина AU-давления. Почему частота использова-
ния урацила не достигла более высокого уровня в четырех-
кратно вырожденных сайтах? Наиболее вероятной причиной 
тому являются замены урацила на аденин, которые происхо-
дят в два этапа. Сначала возникает транзиция урацила на ци-
тозин, а затем трансверсия цитозина на аденин. Последняя за-
мена является синонимичной только в четырехкратно вырож-
денных сайтах.



11

Второй этап определения основных направлений мутаци-
онного давления осуществляется с помощью алгоритма VVK 
VarInvar (www.barkovsky.hotmail.ru). Этот алгоритм способен 
обработать до 100 выровненных нуклеотидных последова-
тельностей одновременно. Выровненные нуклеотидные по-
следовательности необходимо скопировать в соответствую-
щие ячейки на листе «sequences». На листе «results» после 
этого появятся результаты: количество каждого из вариабель-
ных сайтов.

Всего в международной базе данных Infl uenza Virus Re-
source (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genomes/FLU/) на момент 
проведения данного исследования содержалось 1743 полные 
нуклеотидные последовательности участка, кодирующего ге-
магглютинин из эпидемических штаммов вируса гриппа 
H1N1, геном которых был полностью просеквенирован. По-
следовательности разбиты на 18 групп (17 групп численно-
стью по 100 последовательностей и 1 группа, состоящая из 
43 последовательностей). В каждой группе рассчитано про-
центное соотношение вариабельных сайтов. Всего существует 
11 типов таких сайтов: CU, AG, CG, AU, CA, GU, AUG, AUC, 
GCA, GCU, AUGC. В вариабельном сайте CU у какой-то ча-
сти последовательностей находится цитозин, у другой части – 
урацил. В сайте AUC у одной части последовательностей на-
ходится аденин, у второй – урацил, у третьей – цитозин.

Результаты для каждой из восемнадцати выборок были обра-
ботаны с помощью методов параметрической статистики. 
Среднее процентное содержание различных типов вариабель-
ных сайтов представлено на рис. 1.2 в виде среднего арифмети-
ческого и ошибки. Для выяснения вопроса о достоверности раз-
личий между процентным содержанием двух типов вариабель-
ных сайтов необходимо вновь прибегнуть к попарному t-тесту. 
Значения P при сравнении процентов, приходящихся на наибо-
лее часто встречающиеся типы вариабельных сайтов, были 
ниже 0,05, что свидетельствует о достоверности различий.

Поскольку вариабельные сайты, содержащие гуанин и аде-
нин, встречаются чаще, чем сайты, содержащие цитозин 
и урацил, транзиции гуанина на аденин должны происходить 
более часто, чем транзиции цитозина на урацил. Так как наи-
более вероятным молекулярным механизмом обоих типов 
транзиций является дезаминирование цитозина, логично 
предположить, что в минус-цепях РНК данный процесс про-
текает более интенсивно, чем в плюс-цепях.
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Вариабельные сайты, содержащие цитозин и аденин, 
встречаются более часто, чем сайты, содержащие гуанин 
и урацил. Это свидетельствует о том, что трансверсии цитози-
на на аденин происходят чаще, чем трансверсии гуанина на 
урацил. Наиболее вероятным молекулярным механизмом обо-
их типов трансверсий является окисление гуанина. Судя по 
результатам исследований авторов главы, в минус-цепях РНК 
гуанин подвергается окислению чаще, чем в плюс-цепях.

Алгоритм VVK VarInvar вычисляет частоту использования 
каждого из четырех нуклеотидов в каждом из трех положений 
кодонов. Среднее значение частоты использования аденина 
в третьих положениях кодонов среди 1743 изученных после-
довательностей составило 35,34339 ± 0,00008 %; урацила – 
25,43647 ± 0,00008; цитозина – 20,15522 ± 0,00007; гуанина – 
19,06492 ± 0,00007 %.

Последний этап определения основных направлений мута-
ционного давления – сравнение средних частот использова-

CU CU

AU

AG

CG

GU

AUG

AUC

GCA

GCU

AUGC

CA

GU
3,89  +

+
+

+

+

0,63CA
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Рис. 1.2. Среднее процентное соотношение различных типов вариабельных 
сайтов между 1743 последовательностями участков, кодирующих гемагглю-

тинин различных изолятов эпидемического вируса гриппа H1N1
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ния нуклеотидов в третьих положениях кодонов с их частота-
ми в инвариантных сайтах из этих же положений кодонов. 
Инвариантные сайты – это те сайты, в которых не произошла 
нуклеотидная замена ни в одной из последовательностей дан-
ной выборки. Если частота использования данного нуклеоти-
да в инвариантных сайтах третьих положений кодонов 
выше, чем средняя частота его использования в третьих поло-
жениях кодонов всей выборки последовательностей (и в вари-
абельных, и в инвариантных сайтах), то замены данного ну-
клеотида на остальные нуклеотиды происходят реже, чем за-
мены последних на данный нуклеотид [5].

Средние значения частот использования нуклеотидов 
в третьих положениях кодонов 3A, 3U, 3G, 3C рассчитаны для 
каждой из 18 выборок так же, как и частоты их использования 
в инвариантных сайтах третьих положений кодонов 3Ai, 3Ui, 
3Gi, 3Ci. Далее было произведено их сравнение с помощью 
попарного t-теста. Средние значения этих показателей приве-
дены на рис. 1.3. Несмотря на небольшую величину, средняя 
для 18 выборок разность между 3Аi и 3А достоверна 
(1,18085 ± 0,24874; P < 0,001). Средняя разность между 3Ui 
и 3U также является положительной величиной (0,66821 ± 
± 0,14013; P < 0,001). Средние разности между 3Gi и 3G 
(–1,17110 ± 0,14753; P < 0,001), так же как и между 3Ci и 3C 
(–0,67796 ± 0,17472; P < 0,01), являются отрицательными ве-
личинами.

Рис. 1.3. Средние частоты использования нуклеотидов в третьих положениях 
кодонов 3A, 3U, 3G, 3C и в инвариантных сайтах из третьих положений кодо-
нов 3Ai, 3Ui, 3Gi, 3Ci 1743 последовательностей участков, кодирующих ге-

магглютинин различных изолятов эпидемического вируса H1N1
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Эти данные еще раз подтверждают гипотезу о том, что аде-
нин и урацил мутируют в четвертом сегменте РНК виру-
са гриппа H1N1 реже, чем гуанин и цитозин, т.е. сегмент под-
вержен мутационному АТ-давлению.

1.3. Выделение наиболее иммуногенных областей 
вирусного белка

Существует большое количество методов предсказания 
иммуногенных областей белка. Первые методы основывались 
на шкалах гидрофобности и гидрофильности аминокислот-
ных остатков. Известна шкала гидрофобности, предложенная 
Д. Кейтом и Р. Дулитлом, в которой наивысшее значение гид-
рофобности принадлежит изолейцину (4,5), а наименьшее – 
аргинину (–4,5). С использованием этой шкалы можно вычис-
лить среднюю гидрофобность определенного фрагмента бел-
ка. Чем больше содержание аминокислотных остатков с высо-
ким уровнем гидрофобности в данном фрагменте белка, тем 
меньше вероятность того, что данный участок будет экспони-
рован водному окружению.

Шкала акрофильности аминокислотных остатков Т.П. Хоп-
па и К.Р. Вудса предложена после анализа известных на мо-
мент ее создания трехмерных структур белков [1]. Для каждо-
го аминокислотного остатка была рассчитана вероятность 
того, что он является экспонированным водному окружению. 
Как оказалось, шкалы гидрофобности и акрофильности не 
всегда согласуются друг с другом. Наиболее акрофильными 
аминокислотными остатками, согласно шкале Хоппа – Вудса, 
являются глицин и пролин [1].

Шкала гидрофобности, предложенная Д. Эйзенбергом, яв-
ляется комбинированной.

Программа VVK Unique Antigen (www.barkovsky.hotmail.
ru) рассчитывает «обратную гидрофобность» по шкалам Эй-
зенберга и Кейта – Дулитла, а также акрофильность по шкале 
Хоппа – Вудса в скользящем окне на протяжении введенной 
аминокислотной последовательности белка. Размер скользя-
щего окна можно изменять, шаг остается постоянным – один 
аминокислотный остаток.

Особенностью программы VVK Unique Antigen является 
то, что она рассчитывает произведение значений «обратной 
гидрофобности» по шкалам Эйзенберга и Кейта – Дулитла 
и акрофильности по шкале Хоппа – Вудса для каждого окна. 
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В результате на графике для первого полипептида HA1, обра-
зующегося в результате посттрансляционного процессинга ге-
магглютинина (рис. 1.4), становятся хорошо заметны четкие 
пики в местах скопления гидрофильных и акрофильных ами-
нокислотных остатков.

На графике также приведены результаты предсказания ли-
нейных В-клеточных эпитопов с помощью алгоритма 
 Bepi Pred 1.0 (http://www.cbs.dtu.dk/services/BepiPred/). Этот 
алгоритм был создан по результатам исследования аминокис-
лотного состава и вторичной структуры линейных В-клеточ-
ных эпитопов из международных баз данных. В качестве ис-
ходного материала использовались трехмерные структуры бел-
ков со связанными с ними антителами [8]. Алгоритм BepiPred 1.0 
выдает конечный результат в виде таблицы, в которой указы-
вается, включен ли данный аминокислотный остаток в линей-
ный В-клеточный эпитоп. В качестве исходного материала ис-
пользуется аминокислотная последовательность белка.

Линейный В-клеточный эпитоп – это антигенная детерми-
нанта, представленная аминокислотными остатками, располо-
женными непосредственно друг за другом в цепи полипепти-
да. Большинство же (~ 80 %) антигенных детерминант пред-
ставлены конформационными эпитопами. Как правило, кон-
формационные эпитопы включают несколько линейных 
эпитопов, которые располагаются в третичной структуре рядом 
друг с другом, несмотря на то что могут находиться далеко 
друг от друга в цепи полипептида. Одним из алгоритмов, спо-
собных определять аминокислотные остатки, формирующие 
конформационные В-клеточные эпитопы, является DiscoTope 1.2 
(http://www.cbs.dtu.dk/services/DiscoTope/) [9]. Исходным ма-
териалом для алгоритма является не аминокислотная после-
довательность, а файл из базы данных PDB (http://www.pdb.
org), содержащий сведения о трехмерном строении белка.

Фрагменты белка, экспонированные водному окружению, 
могут содержать сайты для гликозилирования. Сайт для N-гли-
козилирования («секвон») имеет следующую консенсусную 
последовательность: Asn–Xaa–Ser/Thr. Непосредственной ми-
шенью для присоединения углевода является группа NH2 
остатка аспарагина. Компьютерный алгоритм NetNGlyc 1.0 
(http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/) предсказывает рас-
положение сайтов N-гликозилирования, используя в качестве 
исходного материала аминокислотную последовательность 
белка. Далеко не для каждого «секвона» характерна высокая 
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вероятность гликозилирования. В частности, если между 
остатками аспарагина и серина (или треонина) располагается 
пролин, N-гликозилирование не происходит.

Предсказанные сайты для N-гликозилирования обозначены 
на рис. 1.4 и 1.5. Те фрагменты белков, которые обладают вы-
раженными антигенными свойствами, но содержат сайты для 
N-гликозилирования, не следует рассматривать в качестве воз-
можных кандидатов для включения в состав синтетических 
вакцин. Гликан (углевод, присоединенный к белку) значитель-
но изменяет антигенные свойства данного эпитопа.

Сайты для O-гликозилирования в белках можно предска-
зать с помощью алгоритма NetOGlyc 2.1 (http://www.cbs.dtu.
dk/services/NetOGlyc/). Мишенью для O-гликозилирования яв-
ляются остатки серина и треонина (их OH-группы), располо-
женные рядом с акрофильными аминокислотными остатками 
(в частности, рядом с пролином). Было показано, что частота 
сайтов для O-гликозилирования находится в прямой зависи-
мости от насыщенности генов гуанином и цитозином. По-
скольку геном вируса гриппа подвержен мутационному AT-
давлению, сайты для O-гликозилирования на гемагглютинине 
отсутствуют.

В процессе выделения наиболее иммуногенных В-кле-
точных эпитопов необходимо руководствоваться не только ре-
зультатами предсказания VVK Unique Antigen, BepiPred 1.0 

Рис. 1.4. Антигенность на протяжении аминокислотной последовательности 
HA1 вируса гриппа H1N1, штамма A/NewYork/INS151/2009
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