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Резюме.   Т-клеточный иммунный ответ крайне важен при защите организма человека от многих вирусных ин-

фекций. Известно, что он может обеспечить вирусный клиренс и полное выздоровление у пациентов с гумо-

ральным иммунодефицитом. У пациентов с COVID-19 Т-клеточный ответ направлен в основном на структур-

ные белки вируса S, M, N, E, из которых наиболее консервативным является белок нуклеокапсида. Для оценки 

иммунитета пациентов в отношении коронавирусной инфекции и определения эффективности вакцинных 

кандидатов необходима разработка оптимального диагностического антигена, используемого для оцен-

ки формирования Т-клеточной реакции против антигенных детерминант SARS-CoV-2. Диагностический 

тест для определения специфической чувствительности организма к инфекции, вызываемой  SARS-CoV-2, 

должен быть нацелен на консервативные регионы глобальных вариантов SARS-CoV-2. Целью работы была 

разработка структуры антигена, содержащего консервативные и иммуногенные последовательности струк-

турных белков коронавируса SARS-CoV-2, и получение штамма Escherichia coli — продуцента рекомбинант-

ного белка для последующего использования белка в качестве антигена  для оценки Т-клеточного противо-

вирусного иммунитета. Создание последовательности антигена проводили in silico: TepiTool и NetMHCIIpan 

использовали для прогнозирования и идентификации высокоаффинных эпитопов, охватывающих белки 

E, M, N, S SARS-CoV-2 и связывающих MHC II. Было сконструировано несколько вариантов рекомбинант-

ных белков-антигенов, из которых выбрали один на основании его физико-химических свойств: изоэлек-

трической точки, индекса гидрофобности и алифатического индекса, построенной с помощью I-TASSER 

3D модели. Последовательность синтезировали и клонировали в вектор pET24a(+). Полученной плазмидой 

pCorD_PS последовательно трансформировали штаммы E. coli DH5α, затем Rosetta (DE3). Штамм-продуцент 

рекомбинантного белка E. coli CorD_PS проверяли на наличие и стабильность экспрессии белка-антигена 

индукцией ИПТГ, также оценивали элиминирование плазмиды, кодирующей синтез рекомбинантного ко-

ронавирусного антигена. В результате разработан антиген, включающий в себя консервативные участки бел-

ков S, M, N, E коронавируса SARS-CoV-2, на которые может формироваться Т-клеточный иммунный ответ. 

Для белка массой 53 kDa предсказана стабильность в водных растворах и изоэлектрическая точка 9,56, что 
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потенциально позволит упростить процесс очистки белка от нативных белков E. coli. Получена плазмидная 

ДНК pCorD_PS (6695 п.о.), кодирующая клонированный в вектор pET24a(+) синтезированный антиген коро-

навирусный рекомбинантный. Получен стабильный, продуктивный по коронавирусному рекомбинантному 

антигену, штамм-продуцент E. coli CorD_PS. Полученный штамм — продуцент рекомбинантного антигена 

E. coli CorD_PS стабилен, что позволяет перейти к созданию методики очистки антигена и последующей раз-

работке диагностической тест-системы.

Ключевые слова: SARS-CoV-2, COVID-19, Т-клетки, CD4+ Т-клетки, CD8+ Т-клетки, эпитопы, HLA.
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PROTEIN-RELATED SEQUENCE ANTIGEN

Kopat V.V.a, Riabchenkova A.A.a, Chirak E.L.a, Chirak E.R.a, Saenko A.I.a, Kolmakov N.N.b, Simbirtsev A.S.c, 

Dukhovlinov I.V.a, Totolian A.A.c.

a LLC ATG Service-Gene, St. Petersburg, Russian Federation
b Institute of Experimental Medicine, St. Petersburg, Russian Federation
c St. Petersburg Pasteur Institute, St. Petersburg, Russian Federation

Abstract. T-cell immune response is extremely important in protecting human body from diverse viral infections. It is 

known that it can ensure viral clearance and complete recovery in patients with humoral immunodeficiency. COVID-19 

patients were found to have T-cell response primarily directed against SARS-CoV-2 structural S, M, N, E proteins, with 

nucleocapsid protein being most conserved. To assess patients’ immunity against coronavirus infection and evaluate an 

effectiveness of vaccine candidates, it is necessary to develop an optimal diagnostic antigen to evaluate arising T-cell response 

against SARS-CoV-2 antigenic determinants. A diagnostic test to determine host specific susceptibility to SARS-CoV-2 

infection should target conserved regions of global SARS-CoV-2 variants. The study was aimed to develop a structure 

of an antigen bearing conserved and immunogenic sequences derived from SARS-CoV-2 structural proteins and to obtain 

an Escherichia coli producer strain containing a recombinant protein to be subsequently used for assessing antiviral T-cell 

immunity. Developing of the antigen was performed in silico: TepiTool and NetMHCIIpan were used to predict and identify 

high affinity epitopes spanning SARS-CoV-2 E, M, N, S proteins and MHC II binding. Several variants of recombinant 

antigen proteins were constructed, from which one was selected based on its physicochemical properties: isoelectric point, 

hydrophobicity index and aliphatic index, as well as 3D representation built by using the I-TASSER. The sequence was 

synthesized and cloned into the pET24a(+) vector. The resulting plasmid pCorD_PS was transformed into E. coli DH5α 

followed by Rosetta (DE3). The strain-producer of the recombinant E. coli protein CorD_PS was assessed for the presence 

and stability of IPTG-induced antigen protein expression and elimination of recombinant coronavirus antigen-bearing 

plasmid. Based on the study data, an antigen was developed consisting of conserved regions from SARS-CoV-2 S, M, N, 

E proteins. A 53 kDa recombinant protein was predicted to be stable in aqueous solutions with isoelectric point of 9.56 

potentially allowing to simplify protein purification from E. coli cells. Plasmid DNA pCorD_PS (6695 bp) encoding final 

recombinant coronavirus antigen cloned into pET24a(+) vector was obtained. A stable, productive E. coli CorD_PS strain 

was obtained. The obtained strain-producer resulting in recombinant E. coli CorD_PS antigen is stable allowing to move 

on to design antigen purification technique and further develop SARS-CoV-2-specific diagnostic test system.

Key words: SARS-CoV-2, COVID-19, T cells, CD4+ T cells, CD8+ T cells, epitopes, HLA.

Введение

Т-клеточный иммунный ответ играет кри-

тическую роль в защите хозяина от многих ви-

русных инфекций. Внутриклеточная вирусная 

инфекция стимулирует презентацию вирус-

ных пептидов либо белками HLA класса I CD8+ 

Т-клеткам (цитотоксические Т-клетки), либо 

белками HLA класса II CD4+ Т-клеткам [11]. 

Активация CD4+ и CD8+ Т-клеток зависит 

от связывания между антигеном, присутствую-

щим на главном комплексе гистосовместимос-

ти (MHC) антигенпрезентирующих клеток, 

и Т-клеточным рецептором на Т-клетке [30]. 

В частности, MHC I распознается CD8+ 

T-клетками, а MHC II — CD4+ T-клетками. Оба 

типа Т-лимфоцитов важны для борьбы с ко-

ронавирусами, но в моделях инфицирования 

SARS-CoV-2 показано, что степень защиты 

в большей степени зависит от CD4+ Т-клеток. 

Именно их экспериментальное удаление приво-

дило к блокировке выхода всех типов лимфоци-

тов в ткань легких, снижению синтеза нейтра-

лизующих антител и цитокинов и значительно 

снижало вирусный клиренс [5]. Известно, что 

Т-клеточный иммунный ответ может обеспе-

чить вирусный клиренс и полное выздоровле-

ние у пациентов с гуморальным иммунодефи-

цитом [2, 10, 32].

Также было показано, что для инфекцион-

ного процесса, вызванного SARS-CoV-2, харак-

терны: гиперактивация Th17 и нарушения их 
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субпопуляционного состава; изменения в соот-

ношении «регуляторных» и «провоспалитель-

ных» Т-фолликулярных клеток-хелперов [1]; из-

мененный состав подмножества B-клеток, что 

может быть связано с изменениями в функцио-

нальной активности Т-фолликулярных кле-

ток-хелперов [14]; долговременные нарушения 

в процессах созревания и дифференцировки 

NK-клеток и цитотоксических Т-лимфоцитов, 

что может быть связано как с эффективной ге-

нерацией подмножества эффекторных клеток, 

так и с нарушением дифференциации цитоток-

сических Т-клеток в тимусе [15].

Выявляемый реактивный Т-клеточный 

ответ у пациентов с COVID-19, ответствен-

ный за элиминацию вируса, имеет широкую 

вариабельную специфичность к различным 

белкам SARS-CoV-2. Наиболее доминирую-

щие реактивные Т-клетки, включая CD4+, 

CD8+, CD4+CD154+CD137+ и CD154+CD137+, 

обнаруженные у выздоровевших пациентов 

с COVID-19, были специфичны для струк-

турных белков SARS-CoV-2 [5, 10, 11]. В со-

став вируса SARS-CoV-2 входят четыре белка: 

E (оболочка), M (мембрана), N (нуклеокапсид) 

и S (шип) [8]. Из них наиболее консервативным 

и стабильным является N-белок: большинство 

эпитопов, специфичных для Т-клеток, сохра-

няют функциональность в защите от инфек-

ций, вызываемых мутированными варианта-

ми SARS-CoV-2 [20, 30]. Предполагается, что 

наличие перекрестно-реактивных Т-клеток 

обеспечивает гетерологичный иммунитет 

при контакте с неидентичным патогеном [7, 

33]. Недавние исследования эксперименталь-

но продемонстрировали наличие перекрест-

но-реактивных Т-клеток при SARS-CoV-2 

и SARS-CoV, что указывает на важность ге-

терологичного иммунитета при инфекции 

SARS-CoV-2 [9, 19].

Поскольку Т-клеточный иммунитет может 

обеспечить вирусный клиренс и задействован 

в механизме иммунной защиты от COVID-19, 

существует необходимость оценки его функ-

циональности с помощью диагностичес ких си-

стем [21, 28].

В настоящем исследовании мы разработа-

ли рекомбинантный коронавирусный антиген 

на основе полноразмерного белка нуклеокап-

сида SARS-CoV-2, дополнительно содержа-

щего Т-клеточные антигенные детерминанты 

структурных белков (S, E, M) для качествен-

ного определения Т-клеточного иммунитета. 

Данный антиген может стать эффективным 

инструментом для определения Т-клеточных 

реакций у пациентов с COVID-19 с различной 

степенью тяжести заболевания и/или оцен-

ки иммуногенности кандидатных вакцин в их 

клинических испытаниях.

Материалы и методы

Предсказание/поиск CD4+ Т-клеточных им-

муногенных эпитопов SARS-CoV-2 in silico. Поиск 

иммуногенных эпитопов проводили в после-

довательностях структурных белков S, N, M 

и E SARS-CoV-2 (изолят Wuhan-Hu-1, номер до-

ступа NCBI NC_045512.2) [38]. Выравнивание 

белковых последовательностей проводили с ис-

пользованием алгоритма BLAST [3]. TepiTool [24] 

и NetMHCIIpan [27] использовали для прогно-

зирования и идентификации высокоаффинных 

эпитопов, охватывающих белки E, M, N, S SARS-

CoV-2 и связывающих MHC II, на основе «пане-

ли из 27 наиболее частых аллелей A и B» с вклю-

чением аллелей HLA-DR, HLA-DP и HLA-DQ. 

В «методе прогнозирования» — IEDB, выбирали 

«умеренное количество пептидов», длина эпи-

топа по умолчанию составляла 15 АК. Пептиды 

предсказали на основе порогового значения IC50, 

меньшего или равного 1000 нМ. В NetMHCIIpan 

также предсказали связывание 15 АК пептидов 

с 27 аллелями MHC II. Были выбраны 0,5%-ные 

частотные эпитопы на основе прогноза наибо-

лее сильного связывания. Для всех 15 АК пеп-

тидов была предсказана их аффинность связы-

вания с 27 молекулами MHC класса II, на долю 

которых приходится 97% аллельных вариантов 

HLA-A и HLA-B у большинства этнических 

групп [29].

Поиск предсказанных эпитопов SARS-CoV-2 

среди экспериментально определенных эпитопов 

и предсказание связывания отобранных эпитопов 

с Т-клеточным рецептором. Отобранные в этом 

исследовании CD4+ Т-клеточные эпитопы были 

найдены в базе данных ViPR (https://www.viprbrc.

org) путем выбора таких параметров, как семей-

ство Coronaviridae, человек-хозяин и экспери-

ментально определенные T-клеточные эпитопы. 

Для моделирования связывания Т-клеточных 

рецепторов с отобранными эпитопами и фор-

мирования комплекса эпитоп–MHC II исполь-

зовали ERGO, который применим как для CD4+, 

так и для CD8+ Т-клеточных эпитопов [31].

Анализ физико-химических свойств сконстру-

ированных рекомбинантных белков. Предвари-

тельно мы разработали несколько вариантов 

рекомбинантных коронавирусных антигенов 

на основе полноразмерного N-белка SARS-

CoV-2, ориентируясь на его консервативность 

и иммуногенность, дополнительно добавив 

к нему подобранные CD4+ Т-клеточные анти-

генные детерминанты структурных белков (S, 

E, M). Структуру сконструированных реком-

бинантных белков моделировали с исполь-

зованием I-TASSER и проверили на сервере 

RAMPAGE [26]. Физико-химические пара-

метры белков проанализировали с исполь-

зованием ProtParam [35], изоэлектрическую 
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точку дополнительно просчитывали с помо-

щью Protein isoelectric point calculator (http://

isoelectric.org) [13].

Проводили выравнивание последовательнос-

тей, содержащих наиболее иммуногенные участ-

ки структурных белков SARS-CoV-2, с помощью 

BLAST [3] против белков человека, чтобы убе-

диться в отсутствии сходства полученной гиб-

ридной последовательности с последовательно-

стями белков человека и избежать возникновения 

аутоиммунных реакций при введении антигена.

Конструирование плазмиды pCorD_PS. После-

довательность гена, кодирующего химерный 

белок, синтезировали и клонировали в вектор 

pET24a(+) по сайтам рестрикции: 5' — NdeI, 

3' — XhoI. Перед 6×His-меткой дополнитель-

но ввели стоп-кодон. Полученную плазмиду 

секвенировали на приборе «ABI PRISM 310 

GeneticAnalyzer» (Applied Biosystems, США) 

с использованием набора ABI PRISM BigDye 

Terminators Cycle Sequencing Kit.

Создание штамма-продуцента плазми-

ды pCorD_PS. Трансформацию компетентных 

клеток E. coli DH5α осуществляли методом 

электропорации с помощью электропоратора 

«GenePulser Xcell» (Bio-Rad, США). 1 мкл элюи-

рованной с мембранного носителя плазмидной 

ДНК добавляли к 35 мкл компетентных клеток, 

перемешивали пипетированием и переноси-

ли в стерильные кюветы для электропорации 

(Bio-Rad, США) объемом 100 мкл, щель 1 мм. 

Трансформирование производили при электри-

ческом импульсе напряженностью 1,8 кВ дли-

тельностью 5 мс. После трансформации клетки 

помещали в 1 мл cреды SОС и инкубировали в те-

чение 40 мин при 37°С в твердотельном термоста-

те «Термит» (ДНК-Технология, Россия), после 

чего шпателем втирали клетки в чашки Петри 

с LB-агаром (Gibko BRL, США) и инкубировали 

в течение ночи в суховоздушном термостате при 

37°С (BioSan, Россия). Далее клетки высевали 

на твердую среду LB-M-агар с добавлением ка-

намицина (50 мкг/мл) и инкубировали при 37°С 

в течение ночи.

Для проверки выросших клонов их пересева-

ли в 50 мл среды LB-M с добавлением канамици-

на (50 мкг/мл) и инкубировали в роторном шей-

кере-инкубаторе при 180 об/мин и 37°С в тече-

ние ночи. Из 2 мл «ночной» культуры выделяли 

плазмидную ДНК набором MiniPrep (Евроген, 

Россия) по протоколу производителя.

Полученную ДНК рестрицировали эндону-

клеазами NdeI и XhoI (NEB, США) согласно 

протоколу производителя. Дополнительно под-

линность плазмиды проверяли путем секвени-

рования по Сэнгеру. Оценку наличия плазмиды 

и длины рестрицированных фрагментов прово-

дили путем электрофореза в 1% агарозном геле 

с бромистым этидием.

Конструирование штамма-продуцента Esche-

richia coli CorD_PS. Полученную плазмидную 

ДНК pCorD_PS разводили в 200 раз деиони-

зированной водой и трансформировали ею 

компетентные клетки E. coli Rosetta (DE3) при 

аналогичных условиях. В результате получили 

штамм E. coli CorD_PS, содержащий плазмиду 

pCorD_PS. Для хранения клеток смешивали 

1 мл ночной культуры и 1 мл стерильного 50% 

глицерина, переносили в криопробирки и за-

мораживали при –80°С.

Проводили оценку способности синтезиро-

вать химерный белок клетками E. coli отдель-

ных клонов, содержащих плазмиду pCorD_PS. 

Ночную культуру клеток клонов выращива-

ли на среде LB-М с добавлением канамицина 

(50 мкг/мл) в роторном шейкере-инкубаторе 

при 37°C и 180 об/мин.

К 50 мл свежей среды LB-М с добавлением ка-

намицина (50 мкг/мл) добавляли 1 мл «ночной» 

культуры, инкубировали в роторном шейкере-

инкубаторе при 180 об/мин и 37°С в течение 2 ч. 

Далее отбирали 1 мл культуры без индукции, до-

бавляли изопропил-β-d-тиогалактозид (ИПТГ) 

до конечной концентрации 1 мМ, и продолжали 

индукцию в течение 4 ч.

Оценку экспрессии антигена коронавирус-

ного рекомбинантного анализировали методом 

электрофореза в 12% полиакриламидном геле 

(SDS-PAGE) по методу Лэммли в редуцирующих 

условиях [17]. Подготовку образцов для электро-

фореза проводили следующим образом: 1 мл 

культуры центрифугировали 5 мин при 5000g, 

супернатант удаляли, клеточный осадок ресус-

пендировали в 100 мкл 8М мочевины, 50 мМ 

Tris-HCl рН 8,0, добавляли 30 мкл 4х буфера для 

образцов (Thermo Fisher Scientific, США), про-

гревали 10 мин при 99°С, охлаждали и наносили 

в лунки геля. Полиакриламидный гель окраши-

вали Кумасси (Coomassie Brilliant Blue R250).

Оценка стабильности штамма-продуцента 

E. coli CorD_PS. Для доказательства стабиль-

ности штамма-продуцента E. coli CorD_PS про-

вели серию из 9 последовательных пересевов 

(пассажей) штамма и серию последовательных 

индукций, в качестве ночной культуры для 

каждой из которых использовали клетки после 

1, 3, 5, 7 и 9 пассажей.

Для проведения индукции экспрессии из за-

мороженных образцов с культурой штамма-про-

дуцента E. coli CorD_PS из каждого соответствую-

щего пассажа отбирали по 50 мкл клеточной 

суспензии и переносили в 50 мл среды LB-М 

с добавлением канамицина (50 мкг/мл). Клетки 

растили в роторном шейкере-инкубаторе при 

37°C и 180 об/мин в течение. К 50 мл свежей сре-

ды LB-М с добавлением канамицина (50 мкг/мл) 

добавляли 1 мл ночной культуры, инкубирова-

ли в шейкере-инкубаторе при 180 об/мин и 37°С 
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в течение 2 ч. Далее отбирали 1 мл культуры без 

индукции, добавляли ИПТГ до конечной кон-

центрации 1 мМ и продолжали индукцию в те-

чение 4 ч. Оценку экспрессии антигена корона-

вирусного рекомбинантного анализировали ме-

тодом электрофореза в 12% полиакриламидном 

геле аналогичным образом.

Для оценки элиминирования кодирующей 

плазмиды из 2 мл «ночной» культуры выде-

ляли плазмидную ДНК набором «MiniPrep» 

(Евроген, Россия) по протоколу производите-

ля. Полученную плазмидную ДНК рестрици-

ровали (линеаризовали) эндонуклеазой XhoI 

(NEB) согласно протоколу производителя. 

Дополнительно подлинность плазмиды про-

веряли путем ее секвенирования по Сэнгеру. 

Оценку наличия плазмиды и длины рестрици-

рованных фрагментов проводили путем элек-

трофореза в 1% агарозном геле с бромистым 

этидием.

Результаты

Разработка кодирующей химерной 

последовательности антигена

Среди предсказанных in silico CD4+ Т-кле-

точных иммуногенных эпитопов белков E, M, 

N, S вируса SARS-CoV-2 были отобраны высо-

коаффинные эпитопы с экспериментальным 

подтверждением (согласно базе данных ViPR). 

Далее шел отбор по физико-химическим свой-

ствам. Были отобраны эпитопы с таким сум-

марным зарядом, чтобы общий заряд химерно-

го белка на основе N-белка SARS-CoV-2 изме-

нялся незначительно при их добавлении. Этот 

шаг обоснован тем фактом, что теоретически 

рассчитанная изоэлектрическая точка N-белка 

SARS-CoV-2 составляет 9,55, что положитель-

но сказывается на отделении рекомбинантно-

го белка от большинства белков штамма-про-

дуцента в ходе очистки. Структура химерного 

белка, полученная с помощью SnapGene (http://

www.snapgene.com), представлена на рис. 1.

Отобранные участки структурных белков 

включают восококонсервативные эпитопы вну-

три мутированных штаммов, вызывающих наи-

большую обеспокоенность: варианты B.1.1.7, 

B.1.351, P.1, B.1.429, B.1.526, B.1.617, B.1.617.1, 

B.1.617.2, AY.1, B.1.618, C.37, B.1.621 и B.1.1.52; 

включенные эпитопы S-белка соответствуют 

RBD домену [34]. Соответственно, разрабатывае-

мый диагностикум потенциально универсален.

Разработанный химерный белок состоит 

из 486 аминокислот и имеет массу 53 059 Da; изо-

электрическую точку pI 9,56; индекс гидрофоб-

ности (GRAVY) –0,785; алифатический индекс 

61,91; коэффициент экстинкции 53 860 (1 мг/мл 

раствора белка имеет оптическую плотность 

1,02 при длине волны 280 нм). 3D модель белка 

представлена на рис. 2 (III обложка).

Структура плазмиды pCorD_PS

Плазмидный вектор pCorD_PS (рис. 3, III об-

ложка) представляет собой вектор pET24a(+), 

в который по сайтам рестрикции NdeI и XhoI 

вставлен синтетический фрагмент ДНК разме-

ром 1461 п.н., включающий оптимизированную 

кодирующую часть гена антигена коронавирус-

ного рекомбинантного. При оптимизации гена 

из последовательности удалили внутренние 

сайты рекомбинации, сайты связывания рибо-

сомы, AT- и GC-богатые последовательности, 

повторы и потенциальные вторичные структу-

ры мРНК. Кодонный состав гена адаптировали 

для E. coli.

В результате конструирования рекомбинант-

ного вектора длина плазмиды pCorD_PS соста-

вила 6695 п.н. Теоретически ожидаемые длины 

фрагментов при обработке эндонуклеазами ре-

стрикции NdeI и XhoI должны составлять 1463 

и 5232 п.н. Практически получены фрагменты, 

соответствующие ожидаемым (рис. 4).

Рисунок 1. Линейная структура химерного белка

Figure 1. Linear structure of the chimeric protein
Примечание. АК 1–419 — полноразмерный N-белок; АК 420–434 — участок Е-белка (АК 6–20); AK 435–449 — участок 
М-белка (АК 129–143); АК 450–465 — участок S-белка (АК 345–360); AK 466–486 — участок S-белка (AK 500–520).
Note. AA 1–419 — full-length N-protein; AA 420–434 — region of the E-protein (AA 6–20); AA 435–449 — M-protein region 
(AA 129–143); AA 450–465 — S-protein region (AA 345–360); AA 466–486 — S-protein region (AA 500–520).
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Рисунок 4. Электрофореграмма 

рестрицированного вектора pCorD_PS в 1% 

агрозном геле

Figure 4. Electropherogram of the restricted vector 
pCorD_PS in 1% agarose gel
Примечание. 1 — pCorD_PS нерестрицированная; 
2 — pCorD_PS рестрицированная по сайтам NdeI и XhoI; 
М — Маркер молекулярного веса ДНК (500–10 000 bp DNA 
Ladder).
Note.1 — Unrestricted pCorD_PS; 2 — pCorD_PS restricted 
at the NdeI and XhoI sites; M — DNA Molecular Weight Marker 
(500–10 000 bp DNA Ladder).

Рисунок 5. Экспрессия антигена в культурах 

3 клонов, индуцированная добавлением 

1 мМ ИПТГ, в 12% полиакриламидном геле 

в денатурирующих условиях

Figure 5. Antigen expression in cultures of 3 clones 
induced with the addition of 1 mM IPTG in 12% 
polyacrylamide gel under denaturing conditions
Примечание. 1 — pCorD_PS — отрицательный контроль 
(до индукции); 2 — pCorD_PS клон 1; 3 — pCorD_PS клон 2; 
4 — pCorD_PS клон 3; 5 — Маркер молекулярного веса 
белков PageRuler™ Prestained Protein Ladder, 10 to 180 kDa 
(Thermo Scientific, кат. ном.26616).
Note. 1 — pCorD_PS — negative control (before induction); 
2 — pCorD_PS clone 1; 3 — pCorD_PS clone 2; 4 — pCorD_
PS clone 3; 5 — PageRuler™ Prestained Protein Ladder, 
10 to 180 kDa (Thermo Scientific, cat. no. 26616).

Рисунок 6. Электрофореграмма экспрессии 

антигена коронавирусного рекомбинантного 

после 1–9 пассажей

Figure 6. Electropherogram of recombinant coronavirus 
antigen expression after 1–9 passages
Примечание. 1 — смесь маркерных белков для 
электрофореза (Thermo Scientific, кат. ном. 26616), 
2 — лизат индукции после 1 пассажа; 3 — лизат индукции 
после 3 пассажа; 4 — лизат индукции после 5 пассажа; 
5 — лизат индукции после 7 пассажа; 6 — лизат индукции 
после 9 пассажа.
Note. 1 — electrophoresis marker protein mix (Thermo 
Scientific, cat. no. 26616), 2 — induction lysate after 
1 passage; 3 — induction lysate after passage 3; 
4 — induction lysate after passage 5; 5 — induction lysate 
after passage 7; 6 — induction lysate after passage 9.

Рисунок 7. Электрофореграмма плазмидных 

ДНК после последовательных пассажей

Figure 7. Electropherogram of plasmid DNA after 
successive passages
Примечание. 1 — смесь маркерных фрагментов ДНК 
1 kb DNA Ladder (Евроген, кат. ном. NL001); 2 — плазмида, 
выделенная из 1 пассажа; 3 — плазмида, выделенная 
из 3 пассажа; 4 — плазмида, выделенная из 5 пассажа; 
5 — плазмида, выделенная из 7 пассажа; 6 — плазмида, 
выделенная из 9 пассажа.
Note. 1 — mixture of marker DNA fragments 1 kb DNA 
Ladder (Evrogen, cat. no. NL001); 2 — plasmid isolated from 
passage 1; 3 — plasmid isolated from passage 3; 
4 — plasmid isolated from passage 5; 5 — plasmid isolated 
from passage 7; 6 — plasmid isolated from passage 9.
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Конструирование штамма-продуцента 

Escherichia coli CorD_PS

В результате трансформации компетентных 

клеток E. coli Rosetta (DE3) плазмидой pCorD_

PS получили штамм E. coli CorD_PS. Для хране-

ния клеток смешивали 1 мл «ночной» культуры 

и 1 мл стерильного 50% глицерина, переносили 

в криопробирки и замораживали при –80°С.

Экспрессию белка в культурах 3 клонов, ин-

дуцированную добавлением 1 мМ ИПТГ, про-

анализировали в 12% полиакриламидном геле. 

Во всех проанализированных клонах после 4 ч 

индукции обнаружили экспрессию белка, масса 

которого соответствует теоретически ожидае-

мой в 53 kDa (рис. 5). Для дальнейшей работы мы 

выбрали клон № 3.

Стабильность штамма-продуцента E. coli CorD_PS

Продуктивность штамма E. сoli CorD_PS 

в течение проведенных 9 пассажей остается не-

изменной (рис. 6). Интенсивность полос в ис-

следуемых образцах, значение молекулярных 

весов которых соответствует аллергену коро-

навирусному рекомбинантному, одинакова для 

всех пассажей, следовательно, производитель-

ность штамма-продуцента в течение 1–9 пасса-

жей остается постоянной.

Плазмида, выделенная из культур после пер-

вого, пятого, седьмого, девятого пассажей не име-

ет различий в молекулярных массах (рис. 7).

Молекулярные массы XhoI рестриктов плаз-

мид, выделенных из штамма продуцента после 

первого, пятого, седьмого и девятого пассажей, 

полностью соответствуют молекулярной массе 

XhoI рестрикта плазмиды рCorD_PS и соответ-

ствует теоретически ожидаемой (рис. 8).

Анализ приведенных данных позволяет ут-

верждать, что штамм E. coli CorD_PS стабилен. 

В течение всего процесса ферментации штам-

ма E. coli CorD_PS элиминирования плазмиды 

рCorD_PS, кодирующей синтез аллергена коро-

навирусного рекомбинантного, не происходит.

Для выделенных плазмид была определена 

первичная нуклеотидная последовательность. 

Анализ показал, что все нуклеотидные последо-

вательности ДНК плазмид pCorD_PS, выделен-

ных из культур штамма E. coli CorD_PS, полно-

стью соответствуют нуклеотидной последова-

тельности антигена коронавирусного рекомби-

нантного, следовательно, структура плазмиды 

при пассажах клеток остается стабильной.

Обсуждение

Показано, что специфичный для Уханьского 

варианта SARS-CoV-2 ответ CD4+ Т-клеток 

более консервативен против мутированных 

штаммов, потому что мутации в основном про-

исходят в Т-клеточных эпитопах, отличных 

от CD4+ [23, 22]. Несмотря на то что мутации 

происходят в 3% CD8+ Т-клеточных эпито-

пах, они имеют огромное значение, поскольку 

даже одной мутации в одном из эпитопов CD8+ 

T-клеток HLA достаточно для того, чтобы на-

рушить и поставить под угрозу распознавание 

эпитопов HLA, тем самым подавляя актива-

цию, функциональность и цитотоксическую 

активность Т-клеток CD8+, которые значитель-

но ингибируют разрушение инфицированных 

клеток-хозяев [9, 25] и в целом влияют на об-

щую эффективность реакции Т-клеток [18, 

36]. Т-клеточный иммунный ответ может со-

храняться у выздоровевших пациентов в тече-

ние длительного времени, что может обеспе-

чить ускоренный клиренс в случае вторичной 

инфекции SARS-CoV-2. Поэтому в данном 

исследовании мы сосредоточились на CD4+ 

Т-клеточных эпитопах.

Было сконструировано несколько вари-

антов рекомбинантных белков-антигенов, 

из которых выбрали один на основании его 

физико-химических свойств. В разработан-

ную в рамках этого исследования многоэпи-

топную конструкцию мы включили MHC II 

связываю щие эпитопы структурных белков 

S, M, E SARS-CoV-2 и полноразмерный белок 

нуклео капсида как наиболее консервативный 

внутри семейства Coronaviridae и один из наи-

более иммуногенных [4].

Рисунок 8. Электрофореграмма рестриктов 

плазмидных ДНК после последовательных 

пассажей

Figure 8. Electropherogram of plasmid DNA restriction 
after successive passages
Примечание. 1 — Смесь маркерных фрагментов ДНК 1 kb 
DNA Ladder (Евроген, кат. ном. NL001); 2 — XhoI рестрикт 
плазмиды, выделенной из 1 пассажа; 3 — XhoI рестрикт 
плазмиды, выделенной из 3 пассажа; 4 — XhoI рестрикт 
плазмиды, выделенной из 5 пассажа; 5 — XhoI рестрикт 
плазмиды, выделенной из 7 пассажа; 6 — XhoI рестрикт 
плазмиды, выделенной из 9 пассажа.
Note. 1 — A mixture of marker DNA fragments 1 kb DNA Ladder 
(Evrogen, Cat. No. NL001); 2 — XhoI restriction plasmid isolated 
from passage 1; 3 — XhoI restriction plasmid isolated from 
passage 3; 4 — XhoI restriction plasmid isolated from passage 5; 
5 — XhoI restriction plasmid isolated from passage 7; 6 — XhoI 
restriction plasmid isolated from passage 9.
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Отсутствие участков сходства с белками 

человека потенциально исключает возмож-

ные аутоиммунные/аллергические реакции. 

Алифатический индекс (61,91) свидетельству-

ет о высокой термостабильности глобулярно-

го белка в широком диапазоне температур [12]. 

Отрицательное значение индекса гидрофобно-

сти (–0,785) говорит о гидрофильных свойствах 

белка [16]. Высокая изоэлектрическая точка 

полученного химерного белка (9,56) позволяет 

потенциально упростить процесс хроматогра-

фической очистки, так как целевой белок будет 

иметь заряд, отличный от большей части белков 

штамма-продуцента E. coli. Трехмерная структу-

ра белка демонстрирует возможность архитек-

турной реализации и оптимального сворачива-

ния и самоорганизации молекулы рекомбинант-

ного антигена. Таким образом, наш белок потен-

циально стабилен в водных растворах.

Мы показали наличие экспрессии скон-

струированного антигена в клетках E. coli при 

индукции  добавлением ИПТГ. Экспрессия 

остается стабильной при пассировании штам-

ма в жидкой среде (до 9 пассажей) и после замо-

розки. Неизменной остается и исходная после-

довательность плазмидной ДНК, кодирующей 

целевой белок. Полученные результаты свиде-

тельствуют о высокой стабильности штамма-

продуцента рекомбинантного белка.

Использование химерной формы антигена 

(наличие различных иммуногенных участков 

всех структурных белков коронавируса SARS-

CoV-2) расширяет возможности диагностической 

тест-системы: возможность оценки Т-клеточного 

иммунного ответа после вакцинации, в том числе 

теми вакцинами, которые не содержат или не ко-

дируют фрагменты белков коронавируса, на ко-

торые формируются оцениваемые существую-

щими диагностикумами на IgG- и IgM-антитела 

(к примеру, это вакцины, не содержащие полно-

размерный S-белок или его RBD-домен).

В результате текущего исследования была 

разработана генетическая конструкция плаз-

мидной ДНК pCorD_PS (6695 п.о.), кодирующая 

антиген коронавирусный рекомбинантный, 

для создания диагностической тест-системы 

в отношении коронавирусной инфекции. 

Получен стабильный, продуктивный по ко-

ронавирусному рекомбинантному антигену, 

штамм-продуцент E. coli CorD_PS.

Разработанный химерный белок, содержа-

щий иммуногенные CD4+ Т-клеточные эпито-

пы S, E, M и N структурных белков SARS-CoV-2, 

может использоваться как диагностикум для 

качественной оценки специфической иммун-

ной защиты против коронавирусной инфекции 

и/или оценки иммуногенности кандидатных 

вакцин в их клинических испытаниях.

На следующих этапах исследований плани-

руется разработать технологию получения очи-

щенного антигена и протестировать использо-

вание сконструированного рекомбинантного 

белка в качестве диагностикума для оценки 

Т-клеточного противовирусного иммунитета.
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