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Проведено порівняльний аналіз експериментальних підходів до вивчення антигенної струк-
тури протеїнів. Переважна більшість відомих методів базується на імунохімічному дослідженні 
взаємодії молекул протеїнів чи пептидів зі специфічними антитілами. У найефективніших і засто-
совуваних методах використовують синтетичні та генно-інженерні пептиди. За останні 30 років ці 
методи пройшли помітний еволюційний шлях, дійшовши до максимальної автоматизації та виявлен-
ня антигенних детермінант різного типу (лінійні, конформаційні епітопи та мімотопи). Більшість 
алгоритмів із пошуку епітопів інтегровано у комп’ютерні програми, що значно полегшує аналіз ве-
ликих масивів експериментальних даних та дозволяє формувати просторові моделі. Для вирішення 
прикладних завдань можна використовувати менш трудомісткий метод порівняльного епітопного 
картування, який базується на аналізі профілів конкуренції різних антитіл під час їх взаємодії з ан-
тигеном. До фізичних методів дослідження антигенної будови протеїнів належать рентгенострук-
турний аналіз комплексів антиген–антитіло, який можна застосовувати лише для протеїнів, що 
кристалізуються, та ядерний магнітний резонанс. 

к л ю ч о в і  с л о в а: епітопне картування, антигенна детермінанта, синтетичні пептиди, фаговий 
дисплей, сайт-спрямований мутагенез.

К літини імунної системи характери-
зуються здатністю розпізнавати та 
елімінувати з організму будь-який 

матеріал, що несе в собі ознаки чужорідності [1]. 
Реалізація таких функцій імунокомпетентними 
клітинами здійснюється за рахунок спеціальних 
рецепторних структур, які розпізнають чужі 
клітини та тканини різного походження, віруси, 
біомолекули та їх окремі частини, а також власні 
морфологічно аномальні структури. Субстанції, 
які здатні зв’язувати антигенрозпізнавальні ре-
цептори імунокомпетентних клітин, назива-
ють  антигенами (АГ). Відомо, що антигенність 
визначається не тільки внутрішніми властиво-
стями самого антигену, але й здатністю його 
розпізнавання (ідентифікації як антигену) 
клітинами імунної системи організму-хазяїна 
[2]. Саме тому існує інше, функціонально 
відмінне, поняття – імуноген, яке адресова-
не до агентів, що зумовлюють імунні реакції 
макроорганізму, зокрема: формування гу-

морального (синтез антитіл) та клітинного 
імунітету, підвищена чутливість, імунна пам’ять 
та імунологічна толерантність [3].

Антигенами є віруси, бактерії, гри-
би, найпростіші, клітини й тканини, що по-
трапили в організм унаслідок інфекції, 
ін’єкції або трансплантації, а також клітинні 
стінки, цитоплазматичні мембрани, рибосо-
ми, мітохондрії, окремі біополімери, що вхо-
дять до їх складу, мікробні токсини, екстрак-
ти гельмінтів, отрути змій та комах, природні 
протеїни, деякі полісахариди мікробного похо-
дження, рослинні токсини тощо [3]. 

Рецептори імунокомпетентних клітин (В- 
та Т-лімфоцитів) не розпізнають весь АГ. Вони 
здатні безпосередньо взаємодіяти лише з його 
окремим фрагментом, який називають епітопом 
(для В-лімфоцитів) або імуногенним пептидом 
(для Т-лімфоцитів) [2]. За таким механізмом 
В-лімфоцити та антитіла (імуноглобуліни) 
розпізнають нативний АГ у фізіологічному 
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середовищі макроорганізму. Тому специфічні 
ділянки антигену, з якими реагують антитіла 
чи імуноглобулінові рецептори В-лімфоцитів 
ще називають В-епітопами. У той же час 
Т-лімфоцити розпізнають попередньо процесин-
гований антиген, який втратив нативну форму. 
Частинки АГ, що утворилися внаслідок проце-
сингу (Т-епітопи), потрапляють на поверхню 
антигенпрезентувальних клітин та разом з мо-
лекулами головного комплексу гістосумісності  
взаємодіють з Т-лімфоцитами, що забезпечує 
реалізацію іншої ланки імунітету – клітинних 
реакцій [4].

Раніше вважалося, що кожен анти-
генрозпізнавальний рецептор здатен взаємо-
діяти тільки з одним епітопом (принцип 
«один рецептор – один епітоп»). Саме з цією 
властивістю пов’язували специфічність імунної 
відповіді. Згідно з останніми даними кож-
ний антигенрозпізнавальний рецептор може 
взаємодіяти з кількома епітопами, які мають 
певні структурні відмінності. У той же час 
принцип специфічності імунного розпізнавання 
не втратив свого змісту, адже має значення не 
сам факт зв’язування епітопу, а сила взаємодії 
між рецептором та антигенною детермінантою 
(епітопом), що визначається компліментарністю 
взаємодії цих молекул [2]. 

Вивчення епітопної структури (епітопне 
картування) антигенів є важливим у 
контексті як фундаментальних, так й при-
кладних досліджень у біології та в медицині. 
Ідентифікація та характеристика антиген-
них детермінант (АД) дозволяє розширюва-
ти фундаментальні знання щодо структури та 
функцій протеїнів-антигенів, закономірностей 
формування специфічного гуморального 
імунітету та молекулярних механізмів розвит-
ку різноманітних патологічних станів [5–8]. 
Відповідні фундаментальні знання дають змогу 
вирішувати низку завдань прикладного харак-
теру: проводити удосконалення вже існуючих 
та розробляти нові, ефективніші, вакцинні 
препарати [8, 9]; підвищувати чутливість та 
специфічність методів та засобів для діагностики 
in vitro [10, 11]; покращувати профілі безпечності 
фармацевтичних препаратів, у т.ч. за рахунок 
зменшення їх алергенності, а також створювати 
нові та ефективні лікарські засоби для терапії 
різноманітних захворювань [12, 13].

Мета роботи – аналіз та порівняльна ха-
рактеристика експериментальних підходів до 
епітопного картування антигенів протеїнової 
природи. 

Загальна характеристика 
експериментальних методів 
епітопного картування протеїнів

Ця група експериментальних методів 
адресується до імунохімічного вивчення 
взаємодії фрагментів антигенів зі специфічними 
антитілами. Головною відмінністю одно-
го підходу від іншого є технологія одержан-
ня фрагментів антигенів. Історично перши-
ми розроб лялися методи, які базувалися на 
розщепленні фрагментів антигенів за дії хіміч-
них речовин чи ензимів. На сьогодні більш поши-
реними методами є ті, що базуються на взаємодії 
синтетичних пептидів або поліпептидів генно-
інженерного походження зі специфічними 
антитілами. Окрему групу експерименталь-
них методів становлять рентгеноструктурні 
дослідження комплексу антиген–антитіло, а та-
кож ядерний магнітний резонанс (ЯМР). 

рентгенографічний аналіз 
антигенної структури протеїнів

Рентгеноструктурний аналіз комплексів 
антиген–антитіло – найефективніший метод 
вивчення АД, оскільки дозволяє точно та наочно 
визначити амінокислотні залишки (а.з.), які бе-
руть участь у зв’язуванні антигену з антитілом. 
Кристалографічні дослідження комплексів ан-
тиген–антитіло дозволяють порівнювати дані 
щодо передбачення епітопів, одержані іншими 
непрямими методами [14]. До особливості цьо-
го методу, яка звужує його застосування, слід 
віднести необхідність попереднього отримання 
кристалів протеїнів і протеїнових комплексів. 

ямр-аналіз антигенної будови протеїнів

За останні 15 років зроблено серйозний про-
рив у застосуванні ЯМР для вивчення структури 
біомолекул. Про це свідчать Нобелівські премії 
2002 року з хімії, які було присуджено за розви-
ток методів ЯМР-спектроскопії для дослідження 
тривимірної структури біологічних макромоле-
кул у розчині (Курт Вютріх, Швейцарія) та 2003 
року із фізіології та медицини за відкриття в 
області візуалізації біооб’єктів (Пол Лотербур, 
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США та Пітер Менсфілд, Велика Британія). Го-
ловним завданням цього напряму досліджень 
є отримання тривимірної структури протеїну з 
високою роздільною здатністю, подібною до зо-
браження у рентгенівській кристалографії. Через 
більшу кількість атомів у протеїновій молекулі 
(порівняно з простою органічною сполукою), ба-
зовий 1D спектр переповнений сигналами, що 
перекриваються і тому прямий аналіз спектра 
стає неможливим. На цій підставі розроблено 
низку багатовимірних технік. Для покращення 
результатів таких експериментів застосовують 
метод мічених атомів, використовуючи 13С або 
15N, що дозволяє отримати 3D-спектр протеїну. 
Останнім часом набувають поширення також 
методики одержання 4D-спектрів та спектрів 
більшої розмірності [15, 16].

епітопне картування з використанням 
гідролізованих фрагментів антигенів

Перші роботи, що передбачали даний 
методологічний підхід, проводилися із викори-
станням фрагментації АГ хімічним протеолізом 
[17, 18], пізніше почали використовувати ензи-
матичне розщеплення протеїнів [19–21]. Загаль-
на методологія такого епітопного картування 

передбачає (рис. 1): 1) розщеплення протеїну 
за допомогою хімічного агента чи ензиму; 
2) розділення отриманих пептидів за допомо-
гою хроматографічних методів; 3) ідентифікація 
пептидів імунохімічними (радіоімунний, 
імуноензиматичний аналіз, імуноблотинг 
тощо) або фізичними (мас-спектрометрія) ме-
тодами; 4) кон’югацію пептидів із полімерним 
носієм та дослідження імуногенних вла-
стивостей. Підтвердження біологічної 
функції ідентифікованих епітопів антигенів 
інфекційного походження проводять шляхом 
імунізації ними у комплексі із неімуногенним 
носієм тварин та дослідження протективної дії 
відповідних специфічних антитіл [22]. За описа-
ною вище методикою було досліджено антиген-
ну структуру міоглобіну, цитохрому с, сомато-
тропну та багатьох інших [23–25]. 

епітопне картування з використанням 
синтетичних пептидів

Доволі поширеним є методологічний підхід 
до епітопного картування з використанням 
синтетичних пептидів, що перекриваються і 
охоплюють всю амінокислотну послідовність 
досліджуваного протеїну або певну його частину 

Рис. 1. Принцип епітопного картування на основі імунохімічного вивчення гідролізованих фрагментів 
антигенів [20]
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стосування різних варіантів вибору пептидів на 
практиці. 

У так званому методі «вікна» викори-
стовують набір синтетичних пептидів, що 
відтворюють досліджувану амінокислотну 
послідовність, проте мають різну довжи-
ну. Такий набір пептидів дозволяє визначати 
мінімальну ділянку («вікно»), яка забезпечує 
максимальне зв’язування антигену [30]. Існують 
також підходи із заміщенням амінокислот, зо-
крема названі Domain scan та Matrix scan, які 
дозволяють встановлювати конформаційні 
епітопи [31]. Підхід Domain scan має два варіанти 
(рис. 3). У випадку О-О формату низка пептидів, 
що перекриваються, містять цистеїн на С-кінці 
(n-членні пептиди) й хімічно зв’язані з іншим на-
бором пептидів, що перекриваються (m-членні 
пептиди), які містять BrCH2CO на N-кінці. Таким 
способом створюють конструкції пептидів типу 
(n+m): пептид-С-S-CH2CO-пептид-поверхня. 
У випадку С-О формату низка BrCH2CO-
пептидів, що перекриваються, зв’язані з 
полімерною поверхнею, з’єднується з тим самим 
пептидом-SH (константний пептид). Проведен-

Рис. 2. Принцип синтезу пептидів на полімерних 
пінах та тестування у мікропланшетах [28]

[23, 26]. Цей підхід базується на біоорганіч ному 
синтезі пептидів на основі спеціальної смоли-
матриці [27]. Загальна стратегія методу адресо-
вана до імітації конформаційного або лінійного 
епітопа шляхом використання синтетично-
го пептиду, хімічнозв’язаного із полімерним 
носієм. Даний підхід дає можливість відтворити 
конформаційні епітопи, що перериваються, та 
ті, в яких амінокислоти є «поворотами» склад-
частої структури, та виступають на поверхні 
й, відповідно, експонуються для розпізнавання 
антитілами чи імуноглобуліновими рецептора-
ми [4]. 

Слід зазначити, що упродовж останніх 
30 років поступово відбулася оптимізація 
техніки епітопного картування за допомо-
гою синтетичних пептидів. На перших ета-
пах дослідники проводили рутинний синтез 
пептидів, які отримували у вільному стані та 
тестували різними імунохімічними метода-
ми. У 1987 році було зроблено серйозний крок 
до оптимізації та автоматизації процедури за-
вдяки методу твердофазного синтезу пептидів 
та їх тестування (Pepscan technology, Multiple 
pin peptide scanning) (рис. 2) [28]. За цим мето-
дом синтез пептидів проводять на спеціальних 
полімерних голках (пінах), які знаходяться в ма-
трицях планшетів із 96 лунками (8×12), що дає 
можливість просто й ефективно синтезувати та 
тестувати велику кількість пептидів за допомо-
гою імуноензиматичного аналізу (ІЕА). 

Ще однією модифікацією синтезу та тесту-
вання пептидів є так звана SPOT-технологія з 
використанням спеціальної целюлозної мембра-
ни як матриці для синтезу із густиною до 20 а.з. 
на 1 см2 [29].

Важливим етапом епітопного картування 
за допомогою синтетичних пептидів є, власне, 
вибір пептидів. По-перше, можна обирати рам-
ку певної довжини (із певною кількістю а.з.), що 
пересувається по поліпептидному ланцюгу із 
кроком певної довжини. У даному разі доцільно 
синтезувати пептиди, що перекриваються, та 
охоплювати всю послідовність протеїну. По-
друге, можна задавати заміну амінокислотних 
залишків у певній позиції пептиду, що 
синтезується. Це дозволяє встановлювати роль 
певних а.з. у взаємодії антиген–антитіло. По-
третє, на підставі вже існуючих даних можливо 
синтезувати пептиди за іншими правилами чи 
алгоритмами. Наведемо декілька прикладів за-
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ня експериментів за таким сценарієм доцільне 
у разі, коли є підстави вважати, що констант-
ний пептид бере участь у формуванні епітопа 
зв’язування моноклонального антитіла (мАт) – 
тоді хімічний зв’язок між пептидами дозволяє 
ідентифікувати додаткові а.з., що також беруть 
участь у формуванні конформаційного епітопа. 
Отже методом Domain scan можна дослідити 
вагому частину всіх можливих комбінацій 
пептидів, що перекриваються. У рамках методу 
Matrix scan низка BrCH2CO-пептидів, що пере-
криваються та хімічно зв’язані з полімерною по-
верхнею, з’єднана з іншими пептидами того ж 
набору, що дозволяє підвищити кількість різних 
комбінацій пептидів [14, 31]. 

Дещо інші підходи використовують для 
виявлення так званих мімотопів – антиген-
них детермінант, що перериваються, тоб-
то утворених віддаленими один від одного 
амінокислотними залишками (рис. 4). Для 
дослідження мімотопа необхідне конструюван-
ня лінійного пептиду з амінокислотними за-
лишками з віддалених безперервних епітопів, 
що розпізнаються антитілами. Розвиток 
технології мімотопів привів до створення так 
званих пептидних бібліотек, що передбачає 
одночасний твердофазний синтез від сотень 
до мільйонів різних пептидів з випадковою 
послідовністю, заданих а.з. Ці залишки під час 
розпізнавання антитілами дозволяють вияви-
ти конформаційний епітоп. На сьогодні існує 
декілька технологій створення синтетичних 
пептидних бібліотек. Усі вони мають загаль-
ний принцип – за допомогою комбінаторики 
задається число різних сполучень амінокислот і 
проводиться твердофазний синтез [14,32].

Так, технологія CLIPS (Chemical Linkage of 
Peptides onto Scaffolds) дозволяє досліджувати 
саме переривчасті епітопи [33]. Наголосимо, 

що маленькі та середньорозмірні пептиди (20–
30 а.з.) є просторово гнучкими та не мають чітко 
визначеної структури у розчині, що може суттєво 
обмежувати їх придатність з позицій протеїнової 
мімікрії. CLIPS технологія дозволяє «заморожу-
вати» двовимірну та тривимірну структуру не-
великих пептидів шляхом циклізації лінійних 
пептидів за допомогою хімічних «фіксаторів», 
які забезпечують 2–4 точки фіксації пептиду 
(рис. 5). 

Слід зазначити, що методи епітопного кар-
тування з використанням синтетичних пептидів 
набули чималої популярності. Розробка та патен-
тування нових модифікацій методу підтверджує 
його актуальність й на сьогоднішній день. Із 
використанням синтетичних пептидів було 
досліджено антигенну будову цитохрому с 
[34], пероксидази хрону [35], лізоциму [36], 
міоглобіну [23], сироваткового альбуміну [37] 
тощо.  

Рис. 3. Схематичне зображення методу Domain scan
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Рис. 4. Відмінність мімотопа від лінійних та 
конформаційних епітопів [33]
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Рис. 5. Принцип «фіксації» пептидів за технологією CLIPS [33]

Лінійний
пептид Цикл (T2)

T2

Біцикл (Т3 або Т4) Трицикл (Т4)

епітопне картування 
з використанням пептидів (протеїнів) 
генно-інженерного походження

Ця група методів використовується для 
створення генно-інженерних пептидів, з на-
ступним їх вивченням як потенційних АД. 
Методичні варіації пов’язані із характером син-
тезованих пептидів. Такі пептиди (6–30 а.з.) 
можуть повністю відтворювати певні ділянки 
поліпептидного ланцюга досліджуваної 
протеїнової молекули, містити спеціально 
індуковані заміни а.з. чи, навіть, мати випад-
ковий амінокислотний склад. Всі ці методи 
базуються на технології протеїнової інженерії 
та передбачають створення бібліотеки кДНК 
з урахуванням первинної амінокислотної 
послідовності протеїну, антигенна будова яко-
го досліджується. Процес передбачає виділення 
мРНК та її зворотну транскрипцію у дволан-
цюгову кДНК, яка включає ДНК, що кодує 
досліджуваний фрагмент протеїну. На наступ-
ному етапі проводять біосинтез фрагментів 
протеїну за допомогою спеціальних систем 
експресії. На фінальному етапі відбувається 

візуалізація фрагментів протеїну за допомогою 
різноманітних методів [4]. 

Фаговий дисплей. Метод був вперше опи-
саний у 1985 р. [38]. У цьому методі викори-
стовують ниткоподібні фаги, на поверхні яких 
експресуються химерні протеїни, що містять 
амінокислотні послідовності – потенційні АД. 
Метод, який ще називають методом фагових 
бібліотек, вимагає вбудовування ділянки ДНК, 
що кодує досліджуваний пептид або протеїн у 
ДНК фагової частинки. Фагові бібліотеки можуть 
бути сконструйовані з використанням векторів 
на основі природної фагової послідовності або 
гібридів фагових та плазмідних векторів [14]. 
Вони являють собою суміш ниткоподібних 
фагів, які експресують у складі свого поверх-
невого протеїну в імунохімічно доступно-
му вигляді будь-які можливі амінокислотні 
послідовності певного розміру. Відбір фагів 
відбувається шляхом їх специфічної взаємодії 
з досліджуваним антитілом, а далі проводить-
ся секвенування вбудов у геноми відібраних 
фагових клонів, що дає інформацію про струк-
туру епітопу, який розпізнається відповідним 
антитілом. До найпоширеніших фагових 

О. ю. ГАЛКІН



ISSN 0201 — 8470. Ukr. Biochem. J., 2014, Vol. 86, N 4170

конструкцій належать фагові бібліотеки ви-
падкового складу. Такі бібліотеки є надзвичай-
но різноманітними, оскільки варіювати може 
як довжина пептиду, так і його склад. Існують 
також й бібліотеки, що відображають всю мо-
лекулу, частину протеїну чи його домен [30]. 
Також чимало прикладів використання фаго-
вого дисплею для встановлення антигенної 
будови протеїнів різного походження, напри-
клад: α2-макроглобулін [39], PDZ-домени різних 
адаптерних протеїнів [40], вірусні протеїни 
(нуклеокапсидний протеїн вірусу свинячого 
репродуктивного та респіраторного синдрому 
[41], капсидний протеїн вірусу катаральної лихо-
манки овець [42], глікопротеїн вірусу класичної 
свинячої лихоманки [43]), протеїни-антигени 
патогенних мікроорганізмів (гемофільної па-
лички Пфейффера Haemophilus influenzae, 
збудника м’якого шанкру Haemophilus ducreyi, 
одного з етіологічних агентів парадонтиту 
Aggregatibacter actinomycetemcomitans, збудник 
пастерельозу Pasteurella multocida [44], енто-
мопатогенний мікроскопічний гриб Beauveria 
bassiana [45]). 

Бактерійний дисплей. Цей підхід є 
аналогічним до фагового дисплею. Він 
передбачає експресію пептидних фрагментів, що 
є передбачуваними АД, на поверхні бактерійних 
клітин. Один із варіантів реалізації даного 
принципу зображено на рис. 6. ДНК, що кодує 
досліджуваний протеїн-антиген, ампліфікується 
за допомогою полімеразної ланцюгової реакції 
та фрагментується за допомогою ультразву-
ку до розмірів у 50–150 нуклеотидів, після 
чого одержані фрагменти ДНК клонуються у 
бактеріальний вектор (разом із послідовністю, 
що кодує альбумінзв’язувальний протеїн), 
яким клітини Staphylococcus carnosus транс-
формуються шляхом електропорації. Таким 
чином, фрагменти антигену є «зшитими» із 
альбумінзв’язувальним протеїном, що відіграє 
роль молекулярного спейсера між клітинною 
стінкою та досліджуваним пептидом, а та-
кож є важливим для подальшого сортування 
клітин у проточній цитофлуорометрії [46, 47]. 
Синтезовані та експресовані на поверхні 
S. carnosus пептиди на наступному етапі 
взаємодіють із міченими антитілами та людсь-

Рис. 6. Принцип епітопного картування із використанням бактеріального дисплею [47]
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ким сироватковим альбуміном і сортуються у 
проточному цитофлуорометрі з подальшим сек-
венуванням. Людський сироватковий альбумін 
із флуоресцентною міткою дозволяє проводити 
відбір різних епітопів та відокремлювати  пеп-
тиди, що не зв’язалися з антитілами [48]. Цей 
підхід було використано, наприклад, під час 
дослідження антигенної будови людського ре-
цептора епідермального фактора росту 2 (HER2), 
протеїну ефрин-B3 та фактора транскрипції 
SATB2 [48], а також корового протеїну вірусу ге-
патиту С [49]. 

Сайт-спрямований мутагенез передбачає 
внесення in vitro мутації в конкретну ділянку 
клонованої нуклеотидної послідовності ДНК за 
допомогою мутантних олігонуклеотидів. Так, 
шляхом мутації в конкретному сайті клонованої 
послідовності ДНК і спрямованої заміни 
амінокислотного залишку можна отримува-
ти протеїни зі зміненими властивостями. Суть 
методу полягає в наступному [50, 51]: спочат-
ку мутагенізовану нуклеотидну послідовність 
переводять в одноланцюгову форму (напри-
клад, у складі вектора на основі ДНК фага М13) 
і синтезують комплементарний ланцюг, вико-
ристовуючи як затравку для ДНК-полімерази 
олігонуклеотид, що містить необхідну мутацію. 
Після трансформації бактеріальних клітин 
створеним гетеродуплексом і першого раун-
ду реплікації утворюються мутантна і нор-
мальна форми ДНК, які потім розділяють. Цей 
підхід був розроблений колективом авторів під 
керівництвом Майкла Сміта [52] та удостоєний 
Нобелівської премії з хімії 1993 р. Заміна у гені 
потрібного протеїну в плазміді здійснюється 
шляхом заміни в потрібному кодоні комплемен-
тарного праймера: наприклад, TСC (Ser) → GCC 
(Ala). Далі полімераза без 3′→5′-екзонуклеазної 
активності подовжує цей праймер та ДНК-лігаза 
відновлює цілісність ланцюга. Модифікований 

протеїн екпресується й піддається необхідним 
процедурам аналізу (рис. 7). Визначен-
ня амінокислотних залишків, що формують 
АД, проводять шляхом оцінювання характе-
ру зв’язування моноклональних антитіл до 
досліджуваного протеїну з отриманими мутан-
тами [14].

Серед найпоширених результатів скеро-
ваного мутагенезу слід виділити зміну заря-
ду ділянки поліпептидного ланцюга (глутамат 
замінюють на глутамін чи використовують так 
званий аланінскануючий мутагенез зі зміною 
заряджених а.з. на нейтральну амінокислоту 
аланін) або змінюють довжину бокового лан-
цюга (заміна серину на лізин). Іноді засто-
совують комбінацію цих варіантів: напри-
клад, у разі заміни серину на лізин [14]. Для 
ілюстрації можливостей сайт-спрямованого 
мутагенезу детальніше розглянемо варіант 
аланінскануючого мута генезу. Введення залиш-
ку аланіну до поліпептидних ланцюгів не змінює 
їх загальної конформації, як, наприклад, через 
заміну на гліцин або пролін, і не супроводжується 
електростатичними або стеричними ефектами. 
Аланін часто зустрічається як у внутрішніх, так 
і в зовнішніх ділянках поліпептидних ланцюгів. 
Для різних амінокислотних залишків існують 
різні причини заміни на аланін: зміна заряду 
(лізин, аргінін, аспартам, глютамін), поворот 
ланцюга (гліцин, пролін), зміна об’єму (трип-
тофан, фенілаланін) чи утворення водневих 
зв’язків (серин, триптофан, тирозин, цистеїн). 
Окрім епітопного картування цей підхід засто-
совують для локалізації амінокислот, що утво-
рюють активний центр ензимів, для дослідження 
ділянок поліпептидних ланцюгів, важливих для 
взаємодії протеїнів з іншими макромолекулами 
та низькомолекулярними лігандами, а також для 
вивчення структурних і функціональних особ-
ливостей протеїнів [53].  

Рис. 7. Принцип одержання спрямованої мутації та амінокислотної заміни у досліджуваному протеїні
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Сайт-спрямований мутагенез знайшов 
широке застосування у разі дослідженнь 
антигенної будови протеїнів. У роботі [54] 
досліджували епітопи, з якими зв’язуються мАт 
до бичачого β-лактоглобуліну типу А; інша гру-
па дослідників [55] визначала АД фосфовмісного 
цитоплазматичного протеїну HPr; вивчення 
епітопів Mycobacterium leprae стало передумо-
вою розробки відповідного вакцинного препа-
рату [56]. 

Епітопне картування рекомбінантних 
протеїнів із tag-міткою. У літературі [57, 58] 
описано доволі цікавий та зручний прийом 
для встановлення епітопної специфічності 
рекомбінантних протеїнів, що мають tag-мітку, 
який передбачає: 1) ензиматичне розщеплен-
ня рекомбінантного протеїну; 2) виділення 
продуктів гідролізу різної довжини, що мають 
tag-мітку, за допомогою афінної хроматографії; 
3) розділення отриманих після розщеплення 
пептидів різної довжини за їх молекулярни-
ми масами, наприклад, за допомогою елек-
трофоретичного методу; 4) імунохімічний 
аналіз tag-мічених пептидів. У разі відомої 
специфічності гідролізної активності ви-
користовуваних ензимів та первинній 
послідовності рекомбінантного протеїну 
відомими є й послідовності та молекулярні 
маси гідролізованих фрагментів протеїну. По-
дальше дослідження цих ензиматично фраг-
ментованих tag-мічених пептидів за допо-
могою різноманітних імунохімічних методів 
дає інформацію щодо локалізації антигенних 
детермінант у рекомбінантному протеїні. 

встановлення відносної епітопної 
специфічності антитіл

Порівняльне епітопне картування мож-
на проводити з використанням конкурент-
ного ІЕА. Метод передбачає використання 
мАт до досліджуваного антигену та їхніх 
імуноензиматичних кон’югатів. Результа-
ти конкуруючого ефекту розраховуються як 
відсоток зниження активності кон’югату мАт 
у присутності конкуруючого антитіла. У та-
кому варіанті постановки конкурентного ІЕА 
повне (75–100%) або часткове (25–75%) зни-
ження активності є показником повної або 
часткової подібності епітопної специфічності 
досліджуваних мАт. Натомість порівняно 
(0–25%) із контрольною активність кон’югату 

мАт вказує на різну із конкуруючим антитілом 
епітопну специфічність [59]. Для полегшен-
ня аналізу великого масиву даних під час 
порівняння профілей конкуренції використо-
вують кореляційний аналіз за Браве-Пірсоном. 
За цією методикою, наприклад, проведене 
порівняльне вивчення епітопної специфічності 
мАт до фактора некрозу пухлин людини [60] та 
IgM людини [61]. Отримані дані мають важли-
ве прикладне значення: порівняльна епітопна 
характеристика панелі мАт дозволяє використо-
вувати останні для створення високочутливих 
методів імунохімічного аналізу [62]. 

Порівняння експериментальних 
методів епітопного картування

Перш за все, хотілося б зупинитися на 
проблемі термінології та класифікації антиген-
них детермінант. Як відомо, взаємодія анти-
ген–антитіло відбувається за умов комплемен-
тарності паратопу антитіла та епітопу антигену. 
Реалізація принципу комплементарності 
для епітопів різного типу (В- та Т-епітопи) 
має відмінності. У разі В-епітопів, що 
розпізнаються імуноглобуліновими рецепто-
рами В-лімфоцитів, вирішальну роль відіграє 
їх просторова доступність для молекули ре-
цептора: такі антигенні детермінанти мають 
знаходитися на поверхні протеїнової моле-
кули [3, 4]. Отже, В-епітопи можуть бути як 
конформаційними, так і лінійними. Т-клітинні 
епітопи становлять собою лінійну послідовність 
амінокислотних залишків, що є частиною мо-
лекули антигену, і включають більше число 
а.з. у порівнянні з В-клітинними. Вважається, 
що для їх розпізнавання збереження просторо-
вої конфігурації не є обов’язковим [4]. На нашу 
думку, така термінологія є доволі умовною, 
адже конформаційні характеристики є важли-
вими для взаємодії з імуноглобулінами у будь-
якому випадку. На користь цієї тези говорить й 
існування мімотопів та доволі ефективна CLIPS-
технологія пошуку епітопів, що передбачає 
просторову «фіксацію» синтетичних пептидів. 
Вважаємо, що коректніше визначати В-епітопи 
як ділянки амінокислотної послідовності, що 
здатні зв’язуватися із антитілами, отриманими 
до цілої протеїнової молекули або індукувати 
синтез специфічних до даного протеїну антитіл. 

Як вже зазначалося, рентгеноструктур-
ний аналіз комплексу антиген–антитіло є 
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найточнішим та наочним методом встановлення 
антигенної структури протеїнів. Разом із тим цей 
підхід можна застосовувати тільки для протеїнів, 
що кристалізуються, а також для високоафінних 
мАт, що здатні залишатися зв’язаними із криста-
лом. Ці обставини можуть істотно обмежувати 
застосування кристалографії на практиці. Зга-
даного недоліку позбавлений підхід до вивчення 
антигенної будови протеїнів за допомогою ЯМР. 

Гідроліз протеїнів-антигенів із наступ-
ним імунохімічним вивченням одержаних 
фрагментів характеризується відносною про-
стотою апаратурного забезпечення, проте має 
низку недоліків та обмежень: по-перше, існує 
ймовірність розщеплення поліпептидного лан-
цюга у місці антигенної детермінанти; по-друге, 
метод дає можливість віднаходження тільки 
епітопів, що не перериваються; по-третє, існує 
певна обмеженість щодо виявлення Т-епітопів, 
адже не завжди є можливість провести повний 
гідроліз у середині глобулярного протеїну. 
Зазначені недоліки помітно зменшують загаль-
ну точність методу. 

Два найбільш розроблені та популярні на 
сьогодні методи із застосуванням синтетичних 
та генно-інженерних пептидів не мають згада-
них вище недоліків. Різні модифікації базових 
методів у поєднанні із комп’ютерною обробкою 
експериментальних даних дозволяють швидко 
та повно визначати епітопи різних типів, ефек-
тивно вирішуючи як фундаментальні, так й 
прикладні завдання. 

Епітопне картування рекомбі нантних 
протеїнів із tag-міткою може вирішуватися у 
більш простий з методологічної точки зору 
спосіб за використання таких методів: ензима-
тичний гідроліз протеїнів, афінна хроматографія 
та імунохімічний аналіз продуктів гідролізу. 
Одержані результати не потребують складних 
підходів до їх інтерпретації, що є беззаперечною 
перевагою. 

Порівняльне епітопне картування, що 
базується на конкуренції різних мАт, отрима-
них до одного й того ж антигену, не дозволяє 
встановити абсолютну локалізацію антигенної 
детермінанти – проте дає можливість встанови-
ти кількість імунодомінантних регіонів та/або 
епітопів, а також їх віддаленість один від одного. 

Така інформація є вкрай важливою 
під час проведення прикладних розробок в 
імунобіотехнології, зокрема, вона дозволяє 

суттєво підвищувати специфічність та 
чутливість імунохімічних методів аналізу. 
Розуміння закономірностей гуморальної імунної 
відповіді на молекулярному рівні дозволяє про-
водити ефективну диференціальну діагностику 
інфекційних, автоімунних, ендокринних та 
онкологічних захворювань, а також прогно-
зувати розвитк патологічного стану пацієнта. 
Останнє має безпосереднє значення для розроб-
ки відповідної тактики та стратегії лікування.  

сравнительная 
характеристика методов 
ЭПитоПного картирования 
антигенов Протеиновой 
Природы

а. Ю. Галкин

Национальный технический университет Украины
«Киевский политехнический институт»;

e-mail: alexfbt@mail.ru

Проведен сравнительный анализ экспе-
риментальных методов изучения антигенной 
структуры протеинов. Подавляющее большин-
ство известных методов основано на иммуно-
химическом изучении взаимодействия молекул 
протеинов или пептидов со специфичными анти-
телами. В наиболее эффективных и широко при-
меняемых методах используют  синтетические и 
генно-инженерные пептиды. За последние 30 лет 
эти методы прошли заметный эволюцио нный 
путь, дойдя до максимальной автоматизации и 
выявления антигенных детерминант различно-
го типа (линейные, конформационные эпитопы 
и мимотопы). Большинство алгоритмов по по-
иску эпитопов интегрировано в компьютерные 
программы, что значительно облегчает анализ 
больших массивов экспериментальных данных 
и позволяет формировать пространственные 
модели. Для решения прикладных задач можно 
использовать менее трудоемкий метод сравни-
тельного эпитопного картирования, основанный 
на анализе профилей конкуренции различных 
антител при их взаимодействии с антигеном. К 
физическим методам исследования антигенной 
структуры протеинов относится рентгенострук-
турный анализ комплексов антиген–антитело, 
который можно применять лишь для кристалли-
зирующихся протеинов, и ядерный магнитный 
резонанс.

О. ю. ГАЛКІН
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К л ю ч е в ы е  с л о в а: эпитопное картиро-
вание, антигенная детерминанта, синтетические 
пептиды, фаговый дисплей, сайт-направленный 
мутагенез.

Comparative CharaCteristiC 
of the methods of protein 
antigens epitope mapping

O. Yu. Galkin

National Technical University of Ukraine 
“Kyiv Polytechnic Institute”;

e-mail: alexfbt@mail.ru

Comparative analysis of experimental methods 
of epitope mapping of protein antigens has been car-
ried out. The vast majority of known techniques are 
involved in immunochemical study of the interac-
tion of protein molecules or peptides with antibod-
ies of corresponding specifici ty. The most effective 
and widely applicable metho dological techniques are 
those that use synthetic and genetically engineered 
peptides. Over the past 30 years, these groups of 
methods have travelled a notable evolutionary path 
up to the maximum automation and  the detection of 
antigenic determinants of various types (linear and 
conformational epitopes, and mimotopes). Most of 
epitope searching algorithms were integrated into 
a computer program, which greatly facilitates the 
analysis of experimental data and makes it possible 
to create spatial models. It is possible to use com-
parative epitope mapping for solving the applied 
problems; this less time-consuming method is based 
on the analysis of competition between different 
antibodies interactions with the same antigen. The 
physical method of antigenic structure study is X-ray 
analysis of antigen-antibody complexes, which may 
be applied only to crystallizing  proteins, and nuclear 
magnetic resonance.

K e y  w o r d s: epitope mapping, synthetic 
peptides, phage display, site-directed mutagenesis.
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