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ВВЕДЕНИЕ

Аллергия является распространенной про-
блемой со здоровьем в наши дни. От различных 
аллергических заболеваний в мире страдает 
более одной трети населения индустриаль-
но развитых стран (WAO White Book, 2011). 
Элиминационная терапия остается одним из 
наиболее эффективных средств борьбы с появ-
лением симптомов аллергии (Platts-Mills et al., 
2000). В связи с этим возникает потребность в 
анализе аллергенных свойств белков. Теорети-
ческие знания о потенциальной аллергенности 
белков из окружающих нас микроорганизмов 
имеют большое значение для прогнозирования 
и выработки стратегий предотвращения аллер-
гических заболеваний.

Кроме экспериментальных методов оцен-
ки аллергенности белков существуют еще и 
компьютерные методы оценки перекрестной 
реактивности между анализируемым белком 
и аллергенами. Так, Всемирная организация 
здравоохранения (WHO) и Продовольственная и 
сельскохозяйственная организация (FAO) пред-
ложили проводить сравнение последовательно-
сти анализируемого белка с аминокислотными 
последовательностями известных аллергенов 
(FAO/WHO, 2003). Согласно предложенным 
этими организациями критериям, считалось, 
что белок имеет перекрестную реактивность 
с известным аллергеном, если у них имеется 
идентичный участок длиннее 6 аминокислотных 
остатков или фрагмент последовательности из 
80 аминокислотных остатков анализируемого 
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белка идентичен последовательности белка-
аллергена более чем на 35 %. Но такой подход 
давал большое количество ложноположительных 
результатов (Goodman et al., 2008).

Кроме метода оценки аллергенности белков, 
предложенного WHO и FAO, были разработаны 
и другие методы предсказания аллергенно сти. 
При анализе аллергенных свойств белков 
было предложено использовать поиск моти-
вов (Stadler M.B., Stadler B.M., 2003; Kong et 
al., 2007), вейвлет-преобразования (Li et al., 
2004), классификаторы, такие, как метод к-
ближайших соседей (Zorzet et al., 2002), метод 
опорных векторов (Saha et al., 2006; Muh et al., 
2009) и др. Нами также был разработан метод 
предсказания аллергенности белков с исполь-
зованием конформационных пептидов (Брагин 
и др., 2011). 

В настоящее время активно ведутся рабо-
ты по изучению молекулярных механизмов 
IgE-опосредованных аллергических реакций. 
Считается, что в норме IgE-антитела играют 
одну из важных ролей в реакциях иммуните-
та на паразитарные инфекции, аллергия же 
является нежелательным побочным эффектом 
(MacDonald et al., 2002; Bischoff et al., 2007). 
Обычно выделяют два этапа развития аллергии: 
сенсибилизация к определенному аллергену 
живого организма и выделение медиаторов вос-
паления при повторном контакте с аллергеном. 
После первого контакта с аллергеном при IgE-
опосредованной аллергии начинается активная 
выработка антител, что приводит к сенсибили-
зации организма. При повторном контакте с 
аллергеном происходит дегрануляция тучных 
клеток и базофилов, при этом выделяются 
медиаторы, действие которых обусловливает 
клинические проявления аллергии (Cianferoni, 
Spergel, 2009; Locksley, 2010). Для дегрануляции 
тучных клеток требуется контакт аллергена с 
двумя IgE-антителами на поверхности тучных 
клеток, поэтому вызывать аллергию могут бел-
ки, размер которых позволяет осуществить сши-
вание двух реагиновых молекул на мембране 
тучных клеток или базофилов (Huby et al., 2000). 
Кроме того, размер аллергена должен позволять 
ему проникать через защитные слои, например, 
через слизистый слой. Обычно аллергенами 
являются белки массой от 10 кДа до 70 кДа 
(Jeebhay et al., 2001; Puc, 2003). Было также 

показано, что протеазная активность аллергенов 
может оказывать адъювантный эффект (Sudha et 
al., 2009). Кроме того, на аллергенность белков 
влияют их структурные и физико-химические 
свойства (Breiteneder, Mills, 2005).

Известно, что у некоторых видов организмов 
количество аллергенных для человека белков 
намного выше, чем у других. В связи с этим 
выдвигались гипотезы о том, что аллергенность 
белков организма зависит от того, насколько 
этот организм эволюционно близок к чело-
веку. Так, в работе Т.А. Platts-Mills показано, 
что более «аллергенными» являются те виды, 
которые имеют меньшее родство с млекопитаю-
щими (Platts-Mills, 2012). В работе J.A. Jenkins 
с соавт. было показано, что белки животных, 
вызывающие пищевую аллергию у человека, 
как правило, не имеют гомологов среди белков 
человека (Jenkins et al., 2007).

Особое место в изучении аллергенности бел-
ков занимают белки различных микроорганиз-
мов. Микроорганизмы широко распространены 
в природе и используются в биотехнологии 
(Antranikian et al., 2005), биомедицине и вете-
ринарии (Irwin, 2010), фармацевтике (Van den 
Burg, 2003; Antranikian et al., 2005), текстильной 
промышленности (Pennisi, 1997) и т. д. Посколь-
ку человек находится в тесном контакте с мно-
жеством видов различных микроорганизмов, 
то данное направление исследований является 
весьма актуальным. Но, несмотря на это, во прос 
об аллергенности белков микроорганизмов 
до сих пор остается малоизученным. Одной 
из причин слабой изученности аллергенных 
свойств большинства микроорганизмов, су-
ществующих в природных условиях, является 
трудность их культивирования.

В связи с этим целью настоящей работы 
были предсказание белков-аллергенов в про-
теомах микроорганизмов и исследование связи 
аллергенности протеома с факторами среды 
обитания микроорганизма. Благодаря достиже-
ниям в массовом секвенировании геномов, мы 
смогли проанализировать многие микроорга-
низмы, чей геном был полностью секвенирован. 
Мы рассмотрели микроорганизмы, которые 
распространены в среде обитания, позволяю-
щей легко контактировать с человеком, а также 
различные экстремофилы, для которых контак-
ты с человеком маловероятны. 
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Было проанализировано более 500 видов ар-
хей и бактерий, включая экстремофилы. Пока-
зано, что аллергенность микроорганизмов (доля 
аллергенных белков в протеоме) статистически 
значимо связана с их патогенностью, ареалом, 
температурными условиями среды обитания 
и потребностью в кислороде. Оказалось, что 
фактором, наиболее тесно связанным с аллер-
генностью, является патогенность микроорга-
низмов. Таким образом, полученные результаты 
могут быть использованы для планирования 
экспериментов по изучению аллергенных 
свойств белков микроорганизмов и их связи с 
патогенезом заболеваний.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Предсказание аллергенности проводилось 
для 546 видов бактерий и архей, геномы кото-
рых были полностью секвенированы. После-
довательности белков, а также характеристики 
микроорганизмов, включая их патогенность, 

Таблица 1 
Характеристики микроорганизмов

Группа Характеристика микроорганизма
Количество 

рассматриваемых видов 
с данной характеристикой

Царство 
Бактерии 493

Археи 53

Потребность в кислороде 

Факультативные анаэробы 156

Микроаэрофилы 20

Аэробы 198

Патогенность Патогенность по отношению к млекопитающим 139

Способ существования 

Наземные 56

Специализированные 78

Множественные 140

Температурные факторы 

Психрофилы 12

Гипертермофилы 38

Термофилы 50

Мезофилы 432

Подвижность

Неподвижные 188

Малоподвижные 1

Подвижные 296

подвижность, среду обитания и т. д. (см. табл. 1), 
были взяты из баз данных GenBank и BioProject 
(Benson et al., 2011; Barrett et al., 2012).

Для предсказания аллергенности белков 
рассматриваемых микроорганизмов использо-
вался двухшаговый подход (рис.). На первом 
шаге методом выравнивания аминокислотных 
последовательностей отбирались потенциаль-
ные белки-аллергены, которые имели высокую 
гомологию с известными белками-аллергенами. 
На втором шаге количество потенциальных 
белков-аллергенов увеличивалось за счет 
предсказания аллергенности среди белков, не 
имеющих высокой гомологии с известными 
аллергенами, с использованием разработанного 
нами ранее метода, основанного на анализе кон-
формационных пептидов (Брагин и др., 2011). 
В методе проводился поиск конформационных 
и линейных пептидов из аллергенных белков в 
аминокислотной последовательности анали-
зируемого белка с учетом физико-химических 
свойств аминокислот.
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Последовательность
анализируемого белка

BLAST

Результаты
выравнивания

Найдена похожая
последовательность

E-value < 10–21

Белок предсказан
как аллерген

Предсказание
аллергенности

Результат предсказания
(аллерген не/ аллерген)

База данных
конформационных

и линейных пептидов

SDAP

Рис. Блок-схема подхода для анализа аллергенности белков микроорганизмов.

Выравнивание проводилось с помощью 
программы BLAST версии 2.2.26+ (Altschul 
et al., 1990). Использовались установленные 
по умолчанию параметры выравнивания про-
граммы BLAST. Порог E-value, показывающей 
уровень значимости сходства последователь-
ностей, для отбора гомологов брался равным 
10–21. Значение порога было подобрано таким 
образом, чтобы ошибка перепредсказания (доля 
ложнопредсказанных как аллергены белков 
среди неаллергенных белков) была близка к 
нулю при максимальном значении порога для 
E-value. Выборка известных белков-аллергенов 
формировалась из базы данных SDAP (Ivanciuc 
et al., 2003). Из базы данных были экстраги-
рованы 960 последовательностей известных 
белков-аллергенов.

Расчеты проводились на высокопроизво-
дительном кластере центра коллективного 
пользования «Биоинформатика» СО РАН. Ис-
пользование кластера обусловлено размером 
поставленной задачи. Требовалось предсказать 

аллергенность более 1,76 млн белков с известной 
последовательностью из 546 видов микроорга-
низмов. Использовалось распараллеливание по 
данным. Все белки были сгруппированы по их 
принадлежности к видам микроорганизмов. 
Вычисления для каждой группы проводились 
параллельно на 24 узлах с 8 ядрами на каж-
дом. Общее время счета составило около 63 ч. 
В связи с суперпараллельностью задачи было 
достигнуто практически линейное ускорение.

Аллергенность микроорганизма рассчитыва-
лась как отношение количества белков, предска-
занных как аллергены, к общему числу белков 
в протеоме данного микроорганизма.

Для установления связи между характеристи-
ками микроорганизмов (табл. 1) и их аллерген-
ностью использовались методы множественной 
линейной регрессии и дисперсионный анализ, 
представленные в стандартной библиотеке язы-
ка R (R Development Core Team, 2011). Харак-
теристики микроорганизмов, представленные 
в табл. 1, рассматривались как независимые 
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переменные, а аллергенность – как зависимая 
переменная. Независимые переменные при-
нимали значения 0 или 1. Например, если вид 
архей или бактерий относился к термофилам, 
то характеристика «термофильность» этого 
микроорганизма задавалась как 1, в противном 
случае – как 0.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Результаты дисперсионного анализа связи 
между характеристиками микроорганизмов и 
их аллергенностью приведены в табл. 2. 

С помощью дисперсионного анализа были 
выявлены 4 наиболее значимые характеристики 
микроорганизмов, связанные с аллергенностью 
(см табл. 2). Среди них на первом месте по 
значимости оказалась патогенность микроор-
ганизма. При этом, согласно нашим предсказа-
ниям, патогенные микроорганизмы обладают 
повышенной аллергенностью. Staphylococcus 
aureus является одним из примеров патогенных 
микроорганизмов, для которых есть данные, 
свидетельствующие об их аллергенности. Так, 
в работе K. Reginald с соавт. показано, что IgE-
антитела человека, страдающего атопическим 
дерматитом, могут взаимодействовать с белками 
S. aureus, что является показателем возможной 
аллергенности таких белков (Reginald et al., 
2011). Известно также, что у людей, страдаю-
щих аллергией, могут наблюдаться изменения в 
составе биоценоза кишечника, в котором могут 
присутствовать условно-патогенные бактерии 
родов Staphylococcus, Klebsiella, Proteus (Ма-
карова, Боровик, 2008). В связи с этим интерес 
могут представлять дальнейшие исследования, 

направленные на выяснение связи между аллер-
генностью и патогенностью микроорганизмов.

Другие выявленные нами менее значимые 
факторы (наземный способ существования, при-
надлежность к аэробам и мезофилам) оказались 
отрицательно связанными с аллергенностью. 
Среди микроорганизмов, ведущих наземный 
способ существования, а также мезофилов и 
аэробов, согласно предсказанию, аллергенные 
белки встречаются реже по сравнению с осталь-
ными микроорганизмами. Следует отметить, 
что такие микроорганизмы могут чаще других 
микроорганизмов, обитающих в экстремальных 
условиях, контактировать с людьми.

Согласно нашим предсказаниям, наиболее 
аллергенными среди патогенных для человека 
микроорганизмов могут считаться Bacillus 

Таблица 3 
Примеры некоторых видов патогенных для человека бактерий, 

для которых предсказано наибольшее значение показателя аллергенности

Вид Заболевание Показатель 
аллергенности

Bacillus weihenstephanensis KBAB4 Пищевое отравление 0,1009

Streptococcus pneumoniae 670-6B Пневмония 0,0841

Staphylococcus saprophyticus 
subsp. saprophyticus ATCC 15305 Инфекции мочевыводящих путей 0,0819

Staphylococcus haemolyticus JCSC1435 Широкий спектр 
оппортунистических инфекций 0,0812

Таблица 2 
Характеристики микроорганизмов, 
статистически значимо связанные 

с аллергенностью

Характеристика 
микроорганизма*

Н
ап
ра
вл
ен
ие

 
св
яз
и 
с 
ал
ле
р-

ге
нн
ос
ть
ю

Ст
ат
ис
ти
ка

 
Ф
иш

ер
а Значимость

Патогенность** + 31,7 3,447e–08
Наземный способ 
существования – 21,1 5,683e–06

Аэробы – 12,9 0,0003571
Мезофилы – 12,6 0,0004324

* Приведены характеристики с уровнем значимости менее 
0,001. ** Патогенность рассматривалась по отношению 
к млекопитающим.
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weihenstephanensis, Streptococcus pneumonia, 
Staphylococcus saprophyticus и Staphylococcus 
haemolyticus, которые могут вызывать пищевое 
отравление (Lapidus et al., 2008), пневмонию 
(Jauneikaite et al., 2012), инфекции мочевыво-
дящих путей (Kuroda et al., 2005) и оппорту-
нистические инфекции (Takeuchi et al., 2005) 
соответственно (см. табл. 3).

Полученные результаты могут быть исполь-
зованы при планировании экспериментов по 
проверке аллергенных свойств белков микро-
организмов.
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Summary

The prevalence of allergic diseases was rapidly increasing in the 20th century. Currently, many people suffer 
from allergy in industrial countries. Therefore, analysis of allergenic properties of proteins is an urgent 
task. The following factors were formerly hypothesized to determine the allergenicity of a protein: size, 
enzymatic properties, and similarity to human proteins. However, no analysis of the relationship between 
allergenicity of proteins and the habitat of the organisms producing them has been conducted hitherto. We 
predict allergenicity of proteins from proteomes of more than 500 species of microorganisms. It is shown 
that the number of allergenic proteins in the proteomes of microorganisms is significantly associated with 
their pathogenicity, habitat, temperature conditions of the habitat, and oxygen demand.

Key words: protein allergenicity prediction, allergenicity of microbial proteomes, habitat of microorganisms, 
extremophiles.
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