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Введение. Одним из перспективных подходов к иммунотерапии рака является создание персонализированных противоопухо
левы х вакцин, направленных на усиление распознавания иммунной системой мутантных опухолевых неоантигенов.
Цель исследования — разработка биоинформатического подхода для анализа данных NGS-секвенирования образцов меланомы 
и нормальной ткани и предсказания пептидов, способных вызывать иммунный ответ на модели мышиной меланомы B16F10. 
Материалы и методы. Секвенировали экзом и транскриптом опухолевой ткани меланомы B16F10 и нормальной ткани мышей 
линии С57В1/6. Процедура секвенирования библиотек была произведена на платформе Шитта HiSeq 2500, анализ качества всех 
полученных библиотек был выполнен с помощью программ FastQC и М и Ш ^ . Полученные файлы были использованы для дальней
шего биоинформатического анализа. Д ля поиска мутаций в образцах опухоли использовали программы GATKМиТесШ2 и Strelka. 
Результаты. В  образцах материала, полученного от нескольких мышей, проведен поиск соматических мутаций, присут
ствующих только в опухолях и отсутствующих в нормальной ткани, показано, что мутации в разных образцах опухоли 
значительно перекрываются, но не идентичны. Предсказание коротких пептидов, аффинных к  главному комплексу гисто
совместимости (МНС) мыши Н -2, было проведено с использованием модели теШМНСрап (версия 3.0), использующей глубокие 
искусственные нейронные сети. Д ля предсказания коротких пептидов, способных вызвать иммунный ответ, использовались 
мутации типа миссенс и фреймшифт. Д ля подтверждения, что мутированные аллели экспрессируются в опухоли, исполь
зовали транскриптомные данные. С помощью пайплайна Vaxrank были предсказаны иммуногенные пептиды длиной 25—2 7 аа, 
представлены параметры их синтезируемости и растворимости.
Выводы. Разработан биоинформатический подход для предсказания пептидов, способных вызывать иммунный ответ на мо
дели мышиной меланомы B16F10.
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Introduction. One o f  the promising approaches to cancer immunotherapy is the generation o f personal antitumor vaccines that provides 
immune system recognition o f  m utant tumor neoantigenes.
The aim o f this study was to develop bioinformatic approaches fo r  melanoma NGS-sequencing data analysis. On the basis o f data obtained, 
to predict the peptides capable o f  inducing an immune response against B16F10 mouse melanoma.
Materials and methods. Exom and transcriptom o f  B16/F 10 melanoma tumor tissue and normal tissue o f C 57B L /6  mice were sequenced. 
Library sequencing procedure was performed on Illumina H iSeq 2500platform, quality analysis o f all obtained libraries was performed 
using FastQC and MultiQC. The obtainedfiles were usedfor further bioinformatics analysis. The GATKMuTect2 and Strelka were used 
fo r  searching the mutations in tumor samples.
Results. Identification o f  somatic mutations specific fo r  tumor was based on the analysis o f  few  mice tumors. Here we show that mutations 
in different tumor samples significantly overlap, but are not identical. Prediction o f  short peptides affinity to the mouse main histocom
patibility complex (M HC) H 2 was performed using netMHCpan version 3.0. Mutations such as missense and frameshift were used to 
predict short peptides that could trigger an immune response. Transcriptome data confirm that mutated alleles are expressed in tumors. 
Vaxrank pipeline predicted immunogenic peptides with a length o f25—27. We also present the synthesis and solubility o f these peptides. 
Conclusion. A  bioinformatic approach has been developed to predict peptides capable o f increasing immune response o f mouse melanoma 
B16/F10.
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Введение
Одним из быстро развивающихся подходов к ле

чению меланомы является иммунотерапия, к которой 
относится противоопухолевая вакцинотерапия. Ис
следования последних лет показали, что опухолевые 
клетки имеют опухоль-специфические неоантигены, 
образующиеся как результат соматических мутаций, 
которые могут служить мишенью для клеток иммун
ной системы [1]. Такие неоантигены обладают высокой 
иммуногенностью, поскольку они экспрессируются 
только в опухолевых клетках и не экспрессируются 
в нормальных [2]. Благодаря развитию методов се- 
квенирования нового поколения и биоинформати- 
ческого анализа появилась возможность создания 
персонализированных противоопухолевых вакцин, 
направленных на усиление распознавания клетками 
иммунной системы мутантных опухолевых неоанти
генов [3, 4].

Такие противоопухолевые вакцины представляют 
собой химически синтезированные неоантигенные 
пептиды, отобранные в результате биоинформатиче- 
ского прогнозирования высокоаффинного связыва
ния мутантных неоантигенов с аутологичными мо
лекулами главного комплекса гистосовместимости 
(МНС), вызывающие активацию иммунного ответа [5].

Цель исследования — разработка биоинформати- 
ческого подхода для анализа данных секвенирования 
нового поколения (NGS) образцов меланомы и нор
мальной ткани и предсказания пептидов, способных 
вызывать иммунный ответ на модели мышиной ме
ланомы B16F10.

Обзор методов прогнозирования возможности 
связывания пептидов с МНС показал, что большая 
часть существующих подходов решает задачу пред
сказания аффинности пептидов только к Н ^ -к о м -  
плексу людей. В целом можно выделить 3 группы мето
дов. К 1-й группе относятся SYFPEITHI и Р г о Р ^  [6], 
основанные на статистическом анализе профилей 
выровненных последовательностей. Ко 2-й группе — 
методы, использующие скоринговые матрицы, в част
ности PSSM и RANKPEP [7]. RANKPEP реализует 
такой подход для человеческих и мышиных МНС, 
достигая точности порядка 80 %. К 3-й группе отно
сятся методы машинного обучения. Наиболее совер
шенным и популярным из них является netMHCpan, 
использующий глубокие искусственные нейронные 
сети и обладающий высокой специфичностью и чув
ствительностью [8]. По этой причине именно этот 
метод был выбран в нашей работе для поиска пепти
дов, обладающих высокой аффинностью к МНС.

В основе метода лежит нейронная сеть с двумя 
полносвязными слоями, обученная на данных об аф
финности более чем 180 тыс. пептидов к 172 молеку
лам МНС различных организмов (в частности, чело
века, нескольких приматов, свиней, крупного

рогатого скота и мышей). Таким образом, netMHCpan 
позиционируется как инструмент широкого спектра 
применения [9, 10]. Тем не менее многократное 
преобладание человеческих данных над мышиными 
в обучающей выборке может негативно отразиться 
на производительности метода при предсказании 
связывания пептидов с Н2-комплексом. Это обсто
ятельство усугубляется тем, что MHC разных видов 
связываются с пептидами разной длины. Поскольку 
из всех версий netMHCpan только версия 3.0 напря
мую моделирует длину пептида и сопровождается 
детальным анализом качества предсказания аффин
ности пептидов разной длины к Н2-комплексу мы
шей, мы решили использовать именно эту версию, 
несмотря на то что последней на сегодняшний день 
является версия 4.0.

Материалы и методы
В работе использовали мышей самок линии 

С57В1/6 с подкожно перевитой меланомой B16F10, 
полученной из банка клеточных культур НИИ экс
периментальной диагностики и терапии опухолей 
Национального медицинского исследовательского 
центра онкологии им. Н.Н. Блохина. Для выделения 
ДНК и РНК у мышей удаляли опухоли, а в качестве 
образцов нормальной ткани использовали селезенки.

Выделение ДНК проводили с помощью набора 
DNeasy Blood and Tissue kit (Qiagen) по модифициро
ванному протоколу производителя, контроль качества 
полученной ДНК осуществляли с помощью электро
фореза в агарозном геле. Выделение РНК проводили 
с помощью реагента ExtractRNA (Евроген), контроль 
качества полученной РНК был выполнен с помощью 
капиллярного электрофореза на приборе Bioanaly
zer 2100 (Agilent). Все полученные образцы ДНК 
и РНК были признаны пригодными для дальнейшей 
пробоподготовки. Подготовку библиотек и обогаще
ние проводили с использованием набора SureSelect 
XT Mouse All Exon Kit (Agilent) согласно протоколу 
производителя. Контроль качества полученных би
блиотек фрагментов ДНК осуществляли на приборе 
LabChip GX Touch 24 по протоколу производителя. 
Процедуру секвенирования 10 библиотек проводили 
на платформе Illumina HiSeq 2500 с глубиной покры
тия экзома не менее *100.

Из тотальной РНК синтезировали кДНК с ис
пользованием набора Mint-2 (Евроген) согласно про
токолу производителя. Из полученной кДНК были 
приготовлены библиотеки с набором Qiaseq FX DNA 
Library kit (Qiagen) согласно протоколу производите
ля и проведен контроль качества полученных библио
тек фрагментов кДНК на приборе Bioanalyzer 2100 
(Agilent). Процедура секвенирования библиотек бы
ла проведена на платформе Illumina HiSeq 2500, 
100PE c получением не менее 30 млн ридов на каждый
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образец. Полученные FASTQ-файлы были исполь
зованы для дальнейшего биоинформатического ана
лиза. Анализ качества всех полученных библиотек был 
выполнен с помощью программ FastQC и MultiQC.

Для поиска мутаций в образцах опухоли исполь
зовали две различные программы — GATK MuTect2 
и Strelka. Для дальнейшей работы были использова
ны только мутации, предсказанные обеими програм
мами.

Предсказание коротких пептидов, аффинных 
к МНС H-2 мыши, было проведено с применением 
модели netMHCpan, использующей глубокие искус
ственные нейронные сети. Алгоритм netMHCpan 
обладает высокой специфичностью и чувствитель
ностью (площадь под ROC кривой = 0,96), что под
тверждается валидацией на экспериментальных дан
ных [9].

На вход netNHCpan требует последовательности 
пептидов и аллель MHC. Интерфейс позволяет регу
лировать версию netMHCpan, длину последователь
ности, задавать множественные последовательности 
MHC, длину пептида и способ предсказания. Для на
ших целей использовались длины пептида 25 и 27. 
Важно отметить, что особенностью MHC-генов ла
бораторных чистых линий мышей является то, что на
бор аллелей и гаплотип для них предопределены, 
и поэтому (в отличие от человеческих HLA-генов) 
не требуют предварительного гаплотипирования. Ге
ны H2-K  и H2-D чистой линии C57BL/6 имеют га- 
плотип b — H2-Kb и H2-Db.

В работе был использован программный ком
плекс Vaxrank [11], который инкапсулирует предоб
работку данных и вызовы netMHCpan.

В пайплайне Vaxrank длина желаемого пептида 
передается как внешний параметр. Тем не менее в вы
воде присутствуют пептиды длины меньше заданной, 
что указывает на то, что предсказать пептид желаемой 
длины удается не всегда. Основываясь на рекомен
дациях, предложенных в работах J.C. Castle, S. Kreiter 
и соавт. и A. Rubinsteyn, J. Kodysh и соавт., было ре
шено использовать длины 25—27 аа [3, 12]. Дополни
тельно пайплайном производили расчет синтезиру- 
емости всех предложенных пептидов по нескольким 
параметрам и для каждого пептида приводили фи
нальный рейтинг, по которому выполняется ранжи
рование пептидов.

Параметры синтезируемости, обрабатываемые 
в пайплайне Vaxrank:

• мера гидрофобности 7-мера на конце;
• максимальная мера гидрофобности по всем 7-мерам;
• число пролинов в С-конце;
• число цистеинов в С-конце;
• число аспарагинов в N -конце;
• число глутаминов, глутаминовых кислот и цисте

инов в N -конце;

• число аспарагинпролиновых связей;
• общее число цистеинов в пептиде.

GRAVY-Score — мера гидрофобности боковых це
пей пептида, образованная как сумма индексов ги- 
дрофобности каждого из остатков. Самые гидрофоб
ные имеют самые большие значения (изолейцин (4,5) 
и валин (4,2)), а самые гидрофильные — самые отри
цательные (аргинин (—4,5) и лизин (—3,9)) [13].

Дополнительно с помощью сервера, описанного 
в работе М. Hebditch и соавт. и доступного по ссылке: 
https://www.protein-sol.manchester.ac.uk/, была про
ведена оценка растворимости пептидов [14].

Соответствующие мутации были подтверждены 
методом прямого секвенирования по Сэнгеру.

Результаты  и обсуждение
Для исследования экзома и транскриптома нор

мальной ткани и опухоли у 6 мышей C57B1/6 удали
ли селезенки и заранее подкожно перевитые опухоли 
меланомы B16F10. После секвенирования был про
веден контроль качества полученных экзомных 
и транскриптомных библиотек, показавших, что дан
ные секвенирования подходят для биоинформати- 
ческого анализа.

Детекция соматических точечных мутаций явля
ется ключевым шагом в характеристике генома опу
холи. Для поиска мутаций в образцах опухоли исполь
зовали 2 различные программы: Strelka и MuTect2.

Strelka представляет собой программу для детек
ции соматических вариантов и инделей на основе 
сравнения выровненных секвенированных прочтений 
парных образцов рака и нормы. Strelka основана 
на Байесовском подходе, где частоты аллелей в об
разце рака и нормы рассматриваются как непрерыв
ные значения, при этом образцы нормы представле
ны как смесь мутаций в половых клетках и шума, 
а образцы рака представляют собой смесь нормаль
ного образца с раковыми клетками, содержащими 
соматические мутации. Более высокая точность ал
горитма Strelka достигается за счет поиска инделей 
и перевыравнивания прочтений в контексте обоих 
образцов. Эта модель структурирована для учета лю
бого уровня вариации частоты аллелей в образце опу
холи без необходимости оценки чистоты образца [15].

В MuTect2 [16] для образцов рака оцениваются 
и сравниваются 2 модели: модель дикого типа M0, 
которая подразумевает, что все риды, не совпадающие 
с референсом, являются техническим артефактом, 
и мутационная модель Mf, подразумевающая, что ал
лельный вариант представлен с некоторой неизвест
ной частотой f. Логарифм отношения правдоподобия 
(LOD score) вычисляется для выбора более подходя
щей модели. В потенциальных сайтах мутаций (точки 
с высоким LOD score) модель M0 сравнивается с ге
терозиготной моделью M0.5. Если М0 оказывается
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таблица 1. Количество общих и уникальных мутаций, найденных при сравнении образцов экзомов 
Table 1. Common and unique mutations found when comparing exome samples

Сравниваемая пара мутации, уникальные мутации, уникальные мутации, общие
образцов для 1-го образца для 2-го образца для 2 образцов

Compared samples unique mutations for the 1-st sample unique mutations for the 2-d sample Common mutations for 2 samples

1 2 510 462 1473

1 3 454 501 1529

2 3 435 530 1500

предпочтительнее, чем М0.5, вариант считается со
матической мутацией.

В работе M. Lower и соавт. было показано, что 
в меланоме B16F10 тремя различными алгоритмами 
поиска соматических мутаций (GATK, SAMtools and 
SomaticSniper) было обнаружено 5338, 8672 и 8220 
соответственно мутаций в экзонах [17]. Далее была 
проведена процедура фильтрации мутаций, в ходе 
которой были оставлены только точечные замены, 
встречающиеся во всех образцах меланомы и не встре
чающиеся во всех образцах нормы, при этом соот
ветствующие участки в образцах нормы секвениро- 
ваны с высоким качеством. После такой обработки 
было отобрано 4078 мутаций. При этом всеми тремя 
алгоритмами одновременно было найдено 33 % му
таций (1335 из 4078). Интересно, что в другой статье 
тех же авторов при анализе 2 реплик меланомы B16F10 
тремя различными алгоритмами поиска соматических 
мутаций (GATK, SAMtools and SomaticSniper) было 
выявлено 908 соматических мутаций [18]. По-види
мому, такие различия объясняются быстрым нако
плением новых мутаций в опухоли или высокой ге
терогенностью опухолевой ткани.

Нами был проведен поиск соматических мутаций, 
которые присутствуют только в образцах опухолей 
и не найдены в образцах нормальной ткани, при этом 
гены, несущие данные мутации, экспрессируются в об
разцах опухоли. В образце 1 было найдено 1983 мутации, 
в образце 2 — 1935 мутаций, в образце 3 — 2030 мутаций.

Сравнение найденных мутаций из различных об
разцов экзомов показало, что список мутаций, полу
ченных при анализе различных образцов меланомы 
B16F10, значительно перекрывается, но не иденти
чен, как видно из табл. 1.

Предсказание коротких неоантигенных пептидов, 
аффинных к МНС H-2 мыши, было проведено с ис
пользованием модели netMHCpan. Для предсказания 
коротких пептидов использовали мутации типа мис- 
сенс и фреймшифт. Транскриптомные данные ис
пользовали для подтверждения, что мутированные 
аллели экспрессируются в опухоли. С помощью пай- 
плайна Vaxrank были предсказаны пептиды длиной 
25—27 аа, которые впоследствии были проранжиро-

ваны по внутренней метрике. Предсказание выпол
нялось отдельно для каждого из экспериментальных 
образцов, а затем полученные наборы пептидов были 
объединены. Из всего получившегося набора пепти
дов для последующего исследования были выделены 
пептиды, обладающие максимальным значением 
рейтинга (табл. 2). Для них представлены параметры 
синтезируемости, оцененные Vaxrank, и растворимо
сти, оцененные с помощью сервера, описанного в ра
боте М. Hebditch и соавт. [14].

В качестве положительного контроля выбраны 
пептиды, описанные в исследованиях J. C. Castle, 
S. Kreiter и соавт. [3, 19]. В этих работах мышей им
мунизировали подкожно пептидами с адъювантом 
Poly (I : C), в результате показано, что наибольшую 
противоопухолевую активность проявили пептиды, 
содержащие мутации Tubb3 (G402A) и Kif18b 
(K739N). При иммунизации группы мышей пепти
дом, содержащим мутацию K739N в Kif18b, наблю
далась выживаемость 40 % мышей, в то время как 
в контрольной группе все мыши погибли в течение 
44 дней.

Среди наших пептидов, выбранных для проверки, 
есть пептид, содержащий мутацию в гене Pbk. Он 
почти полностью совпадает с пептидом из работы 
S. Kreiter и соавт., кроме того, что не содержит 2 остат
ков (DS) на N -конце и, наоборот, содержит 2 остатка 
EK на C-конце. Из 21 пептида, исследованного в ра
боте S. Kreiter, в наш список попали 8. Последова
тельности пептидов, выбранные в результате нашего 
исследования, отличаются 1—2 концевыми остатка
ми, в 2 случаях — 4—5 остатками.

Полученные последовательности пептидов были 
переданы на многопоточный синтез и очистку.

Заключение
В результате проведенной работы нами был раз

работан биоинформатический подход для предска
зания пептидов, способных вызывать иммунный 
ответ на модели мышиной меланомы B16F10. Данные 
пептиды в дальнейшем будут использованы для соз
дания пептидной неоантигенной вакцины против 
меланомы мыши B16F10.
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Прототипом нашей работы послужили иссле
дования J.C . Castle, A. Rubinsteyn, J. Kodysh, 
S. Kreiter и соавт. В работе J. C. Castle и соавт. было 
найдено 962 гена, содержащих мутации, ассоци
ированные с меланомой B16F10, из которых авторы 
отобрали 50 для верификации [3]. Из отобранных 
нами мутаций 14 пересекаются с 50 эксперимен
тально изученными и 49 — с исходным списком 
из 962 генов. Сравнение на уровне последователь
ностей отобранных пептидов проводить нецелесо
образно, поскольку в работе J. C. Castle и соавт. 
пептиды были сконструированы как 27-аминокис- 
лотные последовательности с центром в точке му
тации, а в нашей работе выбор последовательности,

которая содержит мутацию и при этом имеет наи
большее сродство к комплексу M HC-I, осущест
влялся с помощью программы NetMHCpan как шаг 
пайплайна Vaxrank.

Таким образом, несмотря на значительные раз
личия в программах и подходах для поиска мутаций, 
в нашей работе и в исследовании J.C. Castle и соавт., 
где данные образцы были проанализированы впервые, 
полученные результаты пересекаются в 70 % (49 из 67) 
случаев с ранее полученными данными, что позво
ляет говорить о применимости предложенного под
хода не только для поиска мутаций в образцах мы
шиной меланомы, но и для поиска иммуногенных 
мутаций меланомы человека.

Таблица 2. Перечень отобранных пептидов, а также пептидов, которые могут быть использованы в качестве положительного контроля
Table 2. Selected peptides, as well as those that can be used as a positive control

Ctsd p. G403S DVFIGSYYTVFDRDNNRV_S_FANAVVL* 105,82

Sdcbp p. I219M SSGHVGFIFKSGK_M_TSIVKDSSAARNG 49,72

Dennd5a p. D1250A PITAHMYE_A_VALIKDHTLVNSLIRVLQ 13,86

Gm4951 p. D267Y FMFSLPNIT_Y_SVIEKKRNFLRWKTWLE 12,98

Herc2 p. C4450F GGLAGPDGTKSVFGQM_F_AKMSSFSPDS 9,98

Enpp2 p. P755Q PEAKYDAFLVTNMV_Q_MYPAFKRVWTYF 8,09

Arpc1b p. S117F WAPNENKFAVGSG_F_RVISICYFEQEND 6,57

Olfr776 p. D178A CALNIIDHFSC_A_YFPILQLSCSDTRLL 6,05

Aqp4 p. L202W GFSVAIGH_W_FAINYTGASMNPARSFGP 5,28

m m p. P110A GTVFISQDTVESLL_A_AANLLQIKLVLK 5,23

Ampd2 p. Q666H LSENISHGLLLRKAPVL_H_YLYYLAQIG 5,19

B3galt6 p. R228L LVHYLRLS_L_EYLRAWHSEDVSLGTWLA 5,15

Pcmtd1 p. P222L LAVSFAPLVQ_L_SKNDNGTPDSVGLPPC 4,88

Smc4 p. D767N SGGGSKVMRGRMGSSVI_N_EISVEEVNK 4,47

2210408I21Rik p. D13A DALQEYSHNSF_A_LQCLLNSFPGDLEFK 4,44

Lins1 p. K154T MRMLQNSD_T_LLSHMAAKCLASLLYFQL 3,89

Pole p. L1847F TLHNMMKK_F_FLQLIAEFKRLGSSVVYA 3,58

Olfr706 p. I174F TVYTMYFPFCMSQE_F_RHLLCEILPLLK 3,55

Atp6v1h p. K147T VHMAARIIA_T_LAAWGKELMEGSDLNYY 3,44

Nsun2 p. K138M AWHTNLSRKILR_M_SPLLAKFHQFLVSE 3,32

Pbk p. V145D GSPFPAAVILR_D_ALHMARGLKYLHQEK 3,09

Pbk p. V145D GSPFPAAVILR_D_ALHMARGLKYLHQEK 3,09

Nckipsd p. K492N MQTDTQDHQ_N_LCYSALVLAMVFSMGEA 2,86

Hpdl p. P144A AGYRGSFL_A_GFRPLPCTPGPGWVSHVD 2,81
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Окончание табл. 2 
The end of the table 2

Ген Замена
Gene Substitution

Vps52 p. H448R

Poll p. H509N

Orc2 p. F278V

3110043O21Rik p. Q297H

A pbbl p. C654Y

Arsj p. R509M

Krt75 p. G56A

M rm2 p. R134T

2810474O19Rik p. N687T

Arfgef2 p. E538V

Gm7298 p. C48R

Angel2 p. D166N

St6galnac3 p. D30E

Cd55 p. D254A

Wipi2 p. T304A

Adgrvl p. Y5165F

Taar9 p. C190W

YDAIAVFLCI_R_rVLRFRNIAAKRDVPA

ALLYFTGSA_N_FNRSMRALAKTKGMSLS

RVDQKTLHNLLRK_V_VPSFSAEIERLNQ

VQGLLKDATGSFVLPFR_H_VMYAPYPTT

ASLSEAVQAA_Y_MLRYQKCLDARSQTST

FNITADPYERVDLSS_M_YPGIVKKLLRR

GRISGIGS_A_FGSRSLYNLGGTRRVSIG

TFLCPADVTDP_T_TFQKILELLPSRRAD

SYNSQIAEIF_T_SVQTEPQKPSPNQVID

VVDIYVNYDCDLNAANIF_V_RLVNDL

YTETPEKI_R_LHLYHLNETVTITASLVS

RNVDSTCEDREDKF_N_FSVMSYNILSQD

LLLAMRLVN_E_ATFPLLLNCFGQPKTKW

SDSYTYSQVVTYSC_A_KGFILVGNASIY

PSQVTEMFNQGRAFA_A_VRLPFCGHKNI

KITTIP_F_TTEVFAPVTETVTVSAIP

NEEGIEELVVALTCVGG_W_QAPLNQNWV

рейтинг
Score

2,62

2.51

2.51

2.39 

2,19

2.17 

2,09 

1,87 

1,73 

1,72 

1,45

1.40 

1,34 

1,31 

1,30

1.17 

1,14

Положительный контроль

Tnpo3 p. G504A VDRNPQFLDPVL_A_YLMKGLCEKPLASA 4,16

Actn4 p. F855V SGLVTFQAFID_V_MSRETTDTDTADQVI 6,59

Tm9sf3 p. Y382H PAMVCGTAFFINFIAIY_H_HASRAIPFG 2,11

Ppp1r7 p. L170P RNIEGIDKLTQLKK_P_FLVNNKINKIEN 0,00

M th fd ll p. F294V WIPSGTTILNCFHD_V_LSGKLSGGSPGV 0,42

Tubb3 p. G402A FRRKAFLHWYTGE_A_MDEMEFTEAESNM 0,00

Sema3b p. L663V LRRLVLHV_V_SAAQAERLARAEEAAAPA 0,00

Kif18b p. K739N PSKPSFQEFVDWE_N_VSPELNSTDQPFL NA**

Obsll p. T1764M REGVELCPGNKYEMRRHGTTHSLVIHD NA

Sema3b L663V GFSQPLRRLVLHVVSAAQAERLARAEE NA

Tm9sf3 Y382H CGTAFFINFIAIYHHASRAIPFGTMVA NA
*«_» — несинонимичная замена аминокислоты; **NA — пептид не был предсказан при нашем анализе. 
*«_» — nonsynonymous substitution of the amino acid; **NA — the peptide was not predicted in our analysis.
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