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Пандемия COVID-19, начавшаяся вследствие быстрого распространения нового коронавируса 
SARS-CoV-2, способствовала повышению интереса к изучению Т-клеточного иммунного отве-
та. Было показано, что поликлональный и кросс-реактивный Т-клеточный ответ к сезонным 
коронавирусам и другим штаммам SARS-CoV-2 снижает тяжесть заболевания. В  данной работе 
был изучен иммунодоминантный Т-клеточный эпитоп SPRWYFYYL из нуклеокапсидного белка 
вируса SARS-CoV-2, для иммунного ответа на который характерно формирование высокогомо-
логичных (конвергентных) рецепторов, встречающихся в репертуарах Т-клеточных рецепто-
ров  (ТКР) разных людей. Этот эпитоп относится к высококонсервативным пептидам, редко 
мутирующим в новых штаммах SARS-CoV-2 и гомологичным с эпитопами из сезонных корона-
вирусов. Существует предположение, что именно наличие кросс-реактивного ответа на гомо-
логичные пептиды способствует снижению тяжести заболевания COVID-19, которое, однако, 
ставится под сомнение другими исследователями, предполагающими, что низкая аффинность 
кросс-реактивных рецепторов снижает силу иммунного ответа. Целью данного исследования 
была оценка влияния аминокислотных замен в эпитопе SPR на аффинность связывания со 
специфичным Т-клеточным рецептором. Для этого было проведено обогащение антигенспеци-
фических клеток рестимуляцией антигенным пептидом из образцов четырех доноров, перенес-
ших COVID-19, и проведено секвенирование репертуаров  ТКР. Полученный SPR-специфичный 
репертуар β-цепей ТКР характеризовался бо́льшим разнообразием последовательностей, чем 
репертуар α-цепей, однако в репертуарах всех четырех доноров были обнаружены публич-
ные рецепторы, три из которых были клонированы и использованы для получения репортер-
ной линии Jurkat  E6-1  TPR. Лишь для одного из трех рецепторов были продемонстрированы 
способность к активации пептидом SPR и распознавание мутантного гомолога LPRWYFYY из 
сезонных коронавирусов с той же аффинностью, что и пептида дикого типа. Это свидетель-
ствует о том, что наличие мутации не повлияло на силу иммунного ответа, что может объ-
яснить высокую частоту и положительный вклад кросс-реактивного ответа на эпитоп SPR  
в протекание инфекции  COVID-19.
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ВВЕДЕНИЕ

Пандемия COVID-19, начавшаяся вследствие 
быстрого распространения по всему миру новой 
коронавирусной инфекции SARS-CoV-2, способ-

ствовала изучению Т-клеточного иммунного от-
вета на вирусы, принципов его формирования 
и механизмов, лежащих в основе распознава-
ния эпитопов. Наиболее важным звеном клеточ-
ного иммунного ответа на вирусные инфекции 
являются цитотоксические CD8+  Т-лимфоциты, 
поскольку они непосредственно участвуют в 
элиминации зараженных вирусом клеток. Было 
показано, что тяжесть заболевания зависит от 
количества CD8+-клеток  [1], а пролонгированный 
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иммунный ответ на вирус SARS-CoV-2 коррелиру-
ет с клональным разнообразием первичного отве-
та Т-лимфоцитов  [2]. Одним из важных факторов 
противовирусного иммунного ответа может быть 
наличие Т-клеток, кросс-реактивных к сезонным 
коронавирусам  [3–5], которые обнаруживаются 
примерно у 20% людей, не болевших COVID-19 [6]. 
Эти клетки, вероятно, могут защищать от зара-
жения даже при непосредственном близком кон-
такте с зараженным человеком  [3]. Большинство 
эпитопов, вызывающих кросс-реактивный ответ, 
происходят из белков нуклеокапсида  (N) и бел-
ка  ORF1a  [6,  7]. Так, N-белки вирусов SARS-CoV-2 
и SARS-CoV-1 гомологичны на  90%. Степень гомо-
логии белка нуклеокапсида SARS-CoV-2 и сезон-
ных коронавирусов  (OC43, 229E, NL63 и  HKU-1) 
составляет ~40%  [8]. При этом в новых штаммах 
SARS-CoV-2 N-белок относится к наиболее часто 
мутирующим последовательностям вируса, одна-
ко мутации в N-концевом участке практически не 
встречаются  [9,  10].

Наиболее иммунодоминантным эпито
пом в контексте N-белка является эпитоп N105–113 
(SPRWYFYYL), презентирующийся в HLA-B*07:02 
[11]. Эпитоп SPR индуцирует иммунный ответ у 
80%  носителей аллели HLA-B*07:02 (https://www.
mckayspcb.com/SARS2TcellEpitopes/), перенесших 
COVID-19, а также у иммунологически не ском-
прометированных доноров  [12]. Есть две теории, 
объясняющие высокую иммунодоминантность 
SPR. Согласно одной из них, ответ на эпитоп SPR 
происходит в основном за счет кросс-реактивных 
Т-клеток, специфичных к сезонным коронавиру-
сам  [13,  14]. Последовательность эпитопа SPR у 
вирусов SARS-CoV-2 и SARS-CoV-1 полностью гомо-
логична, от OC43 и HKU-1 она отличается одним  
аминокислотным остатком (LPRWYFYYL), тре-
мя аминокислотными остатками  – от 229E 
(SPKLHFYYL) и четырьмя  – от NL63 (PPKVHFYYL) 
[15]. Согласно второй теории, иммунодоми-
нантность обеспечивается высокой частотой 
наивных предшественников Т-клеток с относи-
тельно разнообразным репертуаром αβ  Т-кле-
точных рецепторов  [16]. Согласно исследованию 
Nguyen  et  al.  [17], средняя частота SPR-специфич-
ных CD8+-клеток в крови пациентов, которые 
перенесли COVID-19, составляет 6,88  ×  10−4, в то 
время как у пациентов, не зараженных COVID-19, 
этот показатель равен 3,00  ×  10−5. Таким обра-
зом, частота SPR-специфичных клеток в крови 
не болевших COVID-19 доноров даже выше, чем 
частота клеток, специфичных к другим иммуно-
доминантным эпитопам в крови пациентов в 
острой фазе заболевания: так, для иммунодоми-
нантного эпитопа S269–277 (YLQPRTFLL) этот показа-
тель составляет примерно 1,3  ×  10−5  [18]. Однако 
анализ образцов крови, взятых до начала панде-

мии, показал, что SPR-специфичная популяция в 
основном состоит из наивных CD8+-клеток с фено-
типом CCR7+CD27+CD45RA+, в отличие от образцов 
от пациентов после инфекции, где преобладают 
SPR-специфичные Т-клетки центральной памяти 
с фенотипом CCR7+CD27+CD45RA−  [17]. Таким обра-
зом, можно предположить, что высокая иммуно-
доминантность SPR обеспечивается за счет боль-
шого числа наивных Т-клеток и разнообразного 
репертуара ТКР  [15,  17].

Наличие кросс-реактивного ответа на 
SPR и другие консервативные эпитопы, такие 
как NSP124859–4867 (RQLLFVVEV) и NSP124515–4523 
(TMADLVYAL), ассоциировано с более легким те-
чением COVID-19  [17,  19]. В  то же время в других 
исследованиях было показано, что ТКР, специфич-
ные к гомологичным эпитопам сезонных корона-
вирусов, имеют низкую аффинность к эпитопам 
SARS-CoV-2  [20,  21]. Наличие кросс-реактивных 
ТКР может мешать вовлечению наивных Т-клеток 
с потенциально более высокоаффинным рецепто-
ром в иммунный ответ и снижать эффективность 
противовирусного ответа [22]. Тем не менее пока-
зано, что более 80% эпитоп-специфичных клеток, 
сформировавшихся после инфекции COVID-19 
или вакцинации против SARS-CoV-2, способны к 
кросс-реактивному ответу на эпитопы из других 
штаммов SARS-CoV-2  [23,  24]. Некоторые мутации 
приводят к потере связывания с презентирующей 
молекулой HLA (человеческого лейкоцитарного 
антигена)  [25] или ослаблению активации CD8+-
клеток  [26]. При этом было показано, что разные 
эпитопы вызывают формирование репертуара 
ТКР с разным уровнем разнообразия вариабель-
ного участка CDR3  [2], что также может влиять 
на устойчивость эпитоп-специфичного ответа к 
мутациям. Так, для иммуногенных эпитопов YLQ 
и S448–456 (NYNYLYRLF), вызывающих формирова-
ние репертуара с высокой долей публичных по-
следовательностей, были обнаружены мутации, 
не влияющие на связывание пептида с презен-
тирующим HLA, но снижающие ответ CD8+-кле-
ток  [27,  28].

Таким образом, изучение архитектуры Т-кле-
точного репертуара, формирующегося на конкрет-
ный эпитоп SARS-CoV-2, и влияние аминокис-
лотных замен, появляющихся в его структуре в 
процессе эволюции вируса или присутствующих 
в сезонных коронавирусах, может помочь в пони-
мании механизмов иммунологического ускольза-
ния новых вариантов коронавируса и разработке 
более эффективных вакцин. В  этой работе было 
проведено изучение Т-клеточного ответа на эпи-
топ  SPR и высокогомологичные ему пептиды и 
определено влияние отдельных аминокислотных 
замен на связывание комплекса MHC–пептид с 
публичным  ТКР.
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МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Выделение мононуклеаров периферической 
крови  (МПК). Исследование было одобрено эти-
ческим комитетом ФГБУ «НМИЦ гематологии» 
Минздрава России, все доноры подписали инфор-
мированное согласие на участие в исследовании 
(протокол №  150, 02.07.2020). Для работы были 
использованы образцы венозной крови четырех 
доноров (трех женщин и одного мужчины) возра-
стом от 21 до 45 лет (медианный возраст – 27,5), пе-
ренесших заболевание COVID-19 средней тяжести. 
Тяжесть заболевания определялась в соответствии 
с классификацией, используемой Национальны-
ми Институтами Здравоохранения Соединенных 
Штатов Америки (www.covid19treatmentguidelines.
nih.gov).

Образцы были получены в период с августа 
2020  года по апрель 2021  года через 27–66 (сред-
нее = 45,5) дней после появления симптомов новой 
коронавирусной инфекции методом венепункции 
в пробирки, содержащие антикоагулянт ЭДТА 
(«Sarstedt», Германия). МПК были выделены мето-
дом центрифугирования венозной крови в гради-
енте плотности Ficoll (1,077 г/мл; «ПанЭко», Россия) 
(400 g, 30 мин). Далее, клетки промывали фосфат-
но-солевым буфером («Thermo Fisher Scientific», 
США), содержащим 2 мМ  ЭДТА («Amresco», США), 
и замораживали по 10 × 106 клеток в эмбриональ-
ной телячьей сыворотке («Capricorn», Германия), 
содержащей 7% ДМСО («Sigma-Aldrich», Германия).

HLA-генотипирование образцов. Для всех 
доноров было проведено генотипирование алле-
лей HLA с помощью набора One Lambda ALLType 
(«Thermo Fisher Scientific»), который использует 
мультиплексную ПЦР для амплификации пол-
ных последовательностей генов HLA-A/B/C и генов 
HLA-DRB1/3/4/5/DQB1 от экзона  2 до 3′  нетрансли-
руемой области. Полученные библиотеки были 
секвенированы с использованием платформы 
MiSeq («Illumina», США). Данные были проанали-
зированы при помощи программного обеспече-
ния One Lambda HLA TypeStream Visual Software 
(версия  2.0.0.27232) и сопоставлены с базой дан-
ных IPD-IMGT/HLA  3.39.0.0.

Постановка in  vitro эпитоп-специфичных 
клеточных культур Т-лимфоцитов. Для поста-
новки эпитоп-специфичных клеточных культур 
МПК доноров были разморожены и далее раз-
делены на контрольную лунку (без добавления 
пептида) и 3–5 целевых лунок по 3  ×  106  клеток 
в лунку 24-луночного культурального планшета 
для суспензионных культур («Nest», Китай) в 
1  мл культуральной среды RPMI  1640 («Thermo 
Fisher Scientific»), содержащей 10%  человеческой  
сыворотки, 1  мМ  пирувата натрия («Thermo 
Fisher Scientific»), 500  ед./мл  IL-7, 80  ед./мл  IL-15 и 

50  ед./мл  IL-2 («Miltenyi Biotec», Германия). Конеч-
ный объем в лунке составлял 2  мл. Пептид SRP, 
разведенный в ДМСО, добавляли в целевые лунки 
на 0  день инкубации с финальной концентра-
цией 10  нг/мл. Клетки инкубировали в течение 
10–12 дней, замену половины культуральной сре-
ды проводили на 3, 5 и 7  дни культивации.

Производство биотинилированных ком-
плексов МНС  I–пептид. Все использованные 
химикаты аналитического класса были приобре-
тены у фирмы «Sigma-Aldrich», за исключением 
ЭДТА, азида натрия («Amresco»), хлорида натрия 
(«Малиновое озеро», Россия) и коктейля ингиби-
торов протеаз («Thermo Fisher Scientific»). Раство-
римый HLA, загруженный пептидом, был получен 
путем сворачивания in  vitro телец включения 
Escherichia coli, как было описано ранее  [29], с 
модификациями  [30]. Вкратце, тяжелые (HLA с 
меткой биотинилирования) и легкие (бета-2 мик-
роглобулин) цепи человека были экспрессиро-
ваны в штамме E.  coli BL21(DE3) pLysS в тельцах 
включения. Пептиды, легкие и тяжелые цепи 
смешивали и правильно свернутые комплексы 
очищали методом гель-фильтрации с использо-
ванием сорбента Superdex  75  pg  16/600 («Cytiva», 
США) и Tris-буферного физиологического раствора 
(20  мМ  Tris-HCl, 150  мМ  NaCl; рН  8,0) в качестве 
подвижной фазы. Комплексы биотинилировали 
биотин лигазой собственного производства и 
очищали методом гель-фильтрации с использо-
ванием сорбента Superdex  75  pg  10/300 («Cytiva»). 
Биотинилированные мономеры концентрировали 
до конечной концентрации 0,4–1,0  мг/мл и храни-
ли в 20%-ном глицерине, содержащем 0,1%  азида 
натрия, 0,1 мМ ЭДТА и коктейль ингибиторов про-
теаз. Плазмиды, кодирующие HLA и бета-2 мик-
роглобулин, были любезно предоставлены Тоном 
Шумахером (The Netherlands Cancer Institute, Ам-
стердам, Нидерланды).

Проточная сортировка эпитоп-специфичных 
Т-клеток. На 10–12 день культивирования клетки 
окрашивали при помощи флуоресцентных анти-
тел CD3-AF700 («Sony», Япония), CD8-FITC («Sony»), 
7AAD («Sony») и тетрамерным комплексом пептид–
MHC, конъюгированным со стрептавидин-R-фико-
эритрином («Thermo Fisher Scientific»), как было 
описано ранее [31]. Стратегия выделения целевой 
популяции клеток MHC–тетрамер+/CD3+/CD8+ при-
ведена на рисунке  П1 в  Приложении  1. Окраши-
вание считалось положительным, если количе-
ство клеток MHC–тетрамер+/CD3+/CD8+ превышало 
0,03–0,4%. Далее, Т-клеточную фракцию сортиро-
вали в лизирующий реагент Trizol («Thermo Fisher 
Scientific») с использованием клеточного сортера 
FACSAria  III («BD  Biosciences», США). От  каждого 
донора было получено 3–5  образцов, содержащих 
по 500–6000  тетрамер-положительных клеток.
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Секвенирование репертуаров ТКР. Библио-
теки для секвенирования α- и β-цепей ТКР тет-
рамер-положительных фракций клеток, а также 
тотальной фракции нестимулированных МПК до-
нора p1489 были приготовлены, как было описано 
ранее  [32]. Кратко, клетки лизировали реаген-
том Trizol («Thermo Fisher Scientific»), РНК выде-
ляли при помощи Phasemaker («Thermo Fisher 
Scientific»). Обратную транскрипцию осущест-
вляли с использованием реагента SMARTScribe 
Reverse Transcriptase («TaKaRa», Япония) по про-
токолу производителя. Количество ДНК-продук-
та увеличивали при помощи двух раундов ПЦР. 
Очистку продукта на всех этапах осуществляли 
при помощи Agencourt AMPure  XP («Beckman 
Coulter», США). Оценку качества РНК и ДНК про-
водили при помощи системы капиллярного элек-
трофореза Agilent («Agilent», США), концентрацию 
РНК и ДНК измеряли при помощи флуориметра 
Qubit4 («Thermo Fisher Scientific»). Секвенирование 
проводили с использованием секвенатора MiSeq 
(«Illumina»). Полученные данные были проана-
лизированы при помощи программ MIXCR  [33], 
MIGEC  [34] и VDJtools  [35]. Полученные данные 
представлены в табл.  П1 в  Приложении  2. Ана-
лиз результатов секвенирования и поиск пар α- и 
β-цепей осуществляли с использованием языков 
программирования  R (версия  4.0.0) и Python (вер-
сия 3.9.1). Поиск гомологичных эпитоп-специфич-
ных клонотипов с максимальным расстоянием 
Хемминга, равным  1, проводили с использовани-
ем программного пакета VDJmatch с учетом V-ге-
на. Графы гомологии были созданы при помощи 
пакета «igraph» версия 1.2.6. α- и β-цепи ТКР были 
составлены в пары на основании их относитель-
ной частоты и/или совместной встречаемости в 
образцах, полученных от одних и тех же доноров. 
Из пар α- и β-цепей ТКР были выбраны три после-
довательности:

(1)  TRAV13-1|TRAJ13|CAASIGPGGYQKVTF  – 
TRBV28|TRBJ2-2|CASSWLTGTNGELFF;

(2)  TRAV10|TRAJ31|CVVSVEARLMF  – 
TRBV11-2|TRBJ1-1|CASSLDRGRAQCKNTEAFF;

(3)  TRAV9-2|TRAJ6|CALPGGGSYIPTF  – 
TRBV7-2|TRBJ2-3|ASSWKLAGPDTQYF.

Получение трансгенного ТКР. Плазмиду кон-
струировали из модулей, кодирующих α- и β-цепи 
Т-клеточного рецептора, разделенных последова-
тельностью 2А-пептида, для обеспечения их экви-
молярной экспрессии. Вариабельные фрагменты α 
и  β были амплифицированы из библиотек секве-
нирования, J-сегменты достроены с помощью син-
тетических олигонуклеотидов, фланкированных 
сайтами  BpiI. Модули, содержащие константные 
участки, были получены ранее.

Для быстрого клонирования ТКР в лентивирус-
ный вектор третьего поколения pLABE-cPPT  (под 

контролем промотора  EF1a), полученного на ос-
нове вектора pLenti6  («Thermo Fisher Scientific»), 
применяли систему сборки Golden  Gate с исполь-
зованием эндонуклеазы рестрикции BpiI («Thermo 
Fisher Scientific») и лигазы  T4 («Thermo Fisher 
Scientific») с последующей трансформацией ком-
петентных клеток NEB® Stable Competent E.  сoli. 
Плазмидная ДНК была выделена набором GeneJET 
Plasmid Miniprep Kit («Thermo Fisher Scientific») в 
соответствии с рекомендациями производителя. 
Выбор рабочего клона был осуществлен по ре-
зультатам ПЦР-скрининга колоний и рестрикции 
плазмидной ДНК рестриктазой  HindIII («Thermo 
Fisher Scientific»). Подтверждение последовательно-
сти плазмидной ДНК проводили по методу Сэнгера.

Наработка лентивирусных частиц. Для по-
лучения лентивирусных частиц проводили транс-
фекцию клеточной линии HEK293T трансферной 
плазмидой, содержащей целевую вставку, упако-
вочными лентивирусными плазмидами ViraPower 
(«Thermo Fisher Scientific»): pLP1  (кодирует струк-
турные белки вириона, а также ферменты ре-
вертазу и интегразу), pLP2  (содержит последова-
тельность белка экспорта не сплайсированной 
геномной мРНК  Rev) и pLP-VSVG  (кодирует белок 
оболочки  – гликопротеин  G вируса везикуляр-
ного стоматита). В  качестве сред использовали 
DMEM («Gibco», «Thermo Fisher Scientific», США), 
содержащую 10%  эмбриональной бычьей сыво-
ротки («Sartorius», Германия) и Opti-MEM («Gibco», 
«Thermo Fisher Scientific»). Трансфекцию про-
водили с помощью линейного полиэтиленими-
на  (PEI)  25K («Polysciences»,  США).

Cупернатант, содержащий лентивирусные 
частицы, собирали через 72  ч, пропускали через 
фильтр  PES (диаметр пор  – 0,45  мкм; «Sarstedt») и 
концентрировали центрифугированием в течение 
16  ч при 4000  g. Далее, супернатант собирали, ре-
суспендировали в  IMDM («Gibco», «Thermo Fisher 
Scientific»), аликвотировали и замораживали. Хра-
нили аликвоты при  –80  °С.

Титрование лентивируса и получение кле-
точных линий с трансгенным ТКР. Для определе-
ния количества инфекционно активных вирусных 
частиц, способных трансдуцировать клетку и экс-
прессировать трансген (TU), проводили титрование 
полученных лентивирусов с использованием кле-
точной линии Jurkat  E6.1 TPR CD8+  (производная 
клеточной линии Т-клеточного лейкоза Jurkat); ре-
портеры: активированный ядерный фактор Т-кле-
ток NFAT (зеленый флуоресцентный белок,  GFP), 
ядерный фактор NF-κB (синий флуоресцентный 
белок, СFP) и активирующий белок AP-1 (красный 
флуоресцентный белок,  mCherry)  [36].

TU  оценивали по экспрессии маркера  CD3+ 
методом проточной цитометрии (антитела 
CD3-AF700; «Sony», Япония). Далее, проводили 
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лентивирусную трансдукцию с таким соотноше-
нием инфекционно-активных вирусных частиц 
к клеткам  (MOI), которое обеспечивает не более 
20% трансдукции, тем самым снижая вероятность 
множественных интеграций. Трансгенные клетки 
обогащали с использованием клеточной сорти-
ровки на приборе FACSAria  III. После сортировки 
клетки культивировали в среде  IMDM, содержа-
щей 10%  FBS. Чистота полученных популяций 
E6.1  TPR CD3+-клеток была не  менее  95%.

Поиск гомологичных пептидов. Для поиска 
гомологичных пептидов использовали базы дан-
ных (https://gisaid.org/, https://t-cov.hse.ru/), а также 
литературные данные  [37,  38]. Афинность связы-
вания пептидов с HLA-B*07:02 оценивали при по-
мощи программы NetMHCpan  4.1 (https://services.
healthtech.dtu.dk/services/NetMHCpan-4.1/).

Анализ взаимодействия комплекса пептид–
МНС с  ТКР. Отобранные пептиды (чистота  ≥  95%) 
синтезировали («Pepmic  Co.,  Ltd», Китай), после 
чего проводили анализ их взаимодействия с  ТКР, 
экспрессируемый репортерной клеточной линией 
Jurkat  E6-1  TPR, как описано  ранее  [28].

Трансгенные клетки Jurkat  E6-1  TPR инкуби-
ровали в течение 20–24  ч при 37  °C в атмосфере 
5%  CO2 совместно с клетками  K562 (производная 
миелоидной клеточной линии), трансгенными по 
аллели HLA  B*0 07:02:01:01 в соотношении 1  :  2 в 
200  мкл среды IMDM, содержащей 10%  FBS в лун-
ках 96-луночного планшета («Sarstedt»), содержа-
щих серийные разведения пептида (финальные 
концентрации: 100; 20; 4; 0,8; 0,16; 0,032; 0,0064; 
12,8e-4; 2,56e-4; 0,512e-4; 0,1024e-4  мкМ/мл), в трех 
независимых повторах. Среду без добавления 
пептида использовали в качестве отрицатель-
ного контроля. После инкубации клетки промы-
вали фосфатно-солевым буфером («Thermo Fisher 
Scientific») и окрашивали флуоресцентным анти-
телом CD8-APC («BD  Biosciences»); жизнеспособ-
ность клеток оценивали путем окрашивания кле-
ток флуоресцентным красителем Alexa  Fluor  750 
NHS Ester («Thermo Fisher Scientific»). Активацию 
Т-клеток пептидом оценивали по экспрессии eGFP, 
регулируемой промотором NFAT, и анализировали 
с использованием проточного цитофлуориметра 
MACSQuant Analyser  10 («Miltenyi Biotec», Герма-
ния).

Полученные данные анализировали с ис-
пользованием программного обеспечения FlowJo 
и  GraphPad  Prizm  8.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Анализ репертуаров тетрамер-положитель-
ных клеток, полученных от четырех доноров, 
позволил идентифицировать 1533  уникальныe 

последовательности  α- и 301  уникальную по-
следовательность β-цепей ТКР, специфичных к 
комплексу HLA-В*07:02-SPR. При этом α-цепи ха-
рактеризовались большей публичностью и пере-
секались как между образцами одного донора, 
так и между образцами из разных доноров, в 
то время как β-цепи пересекались только между 
образцами одного человека  (рис.  1,  а). Всего было 
обнаружено 452  (23%) последовательности  α- и 
44  (12%) последовательности β-цепей, которые 
встречались более чем в  1  образце.

Сорок одна эпитоп-специфичная α-цепь и 
семь β-цепей были обнаружены в тотальном 
репертуаре МПК пациента  p1489, большая часть 
этих последовательностей не пересекалась с 
публичными данными, взятыми из ранее опуб-
ликованных статей  [12,  39] и баз аннотирован-
ных Т-клеточных рецепторов VDJdb (https://vdjdb.
cdr3.net/)  (рис.  1,  б). В  тотальном репертуаре 
α-цепей пациента  p1489 также присутствовали 
24  последовательности, охарактеризованные как 
SPR-специфичные в литературе и  VDJdb, однако 
не обнаруженные в эпитоп-специфичных фрак-
циях  (рис.  1,  б). Эти последовательности были 
длиннее тех, которые впоследствии обогатились 
в клеточных культурах, однако их длина была в 
пределах нормальных значений в 13–15  а.о., ха-
рактерных для рецепторов, распознающих эпито-
пы длиной 9–10  а.о.  [40]  (рис.  1,  в), а их частота в 
тотальном репертуаре  p1489 была ниже, чем тех, 
которые были обнаружены в клеточных культу-
рах, и составляла в среднем 1,44  ×  10−5 и 1,3  ×  10−4 
соответственно  (рис.  1,  г). Интересно отметить, 
что в тотальном репертуаре α-цепей  p1489 также 
были обнаружены клонотипы, полученные из 
SPR-специфичных клеток трех других доноров, 
при этом частота таких клонотипов практически 
не отличалась. Репертуар β-цепей был более уни-
кальным для каждого донора, а последовательно-
сти встречались в тотальном репертуаре в сред-
нем с частотой в  4,3  ×  10−5  (рис.  1,  д).

Несмотря на относительно низкую публич-
ность полученных последовательностей, для не-
которых из них удалось обнаружить гомологи 
с одной аминокислотной заменой в публичных 
данных. Всего было обнаружено 1848  последова-
тельностей CDR3  α- и 1038  CDR3 β-цепей, из кото-
рых 632  (34%) и 195  (19%) соответственно вошли 
в состав кластеров гомологии. Для обеих цепей 
было характерно наличие доминантных генов 
TRAV и TRBV  (рис.  1,  е).

Подбор наиболее вероятных пар α- и β-цепей 
осуществляли с учетом встречаемости этих це-
пей одновременно в различных образцах одного 
и/или нескольких доноров, частоты этих цепей 
в образце и принадлежности β-цепи к кластеру, 
построенному на основании сходства последо-
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Рис. 1. Гомология SPR-специфичных репертуаров ТКР. а  –  Доля CDR3  α-  (слева) и β-цепей  (справа), пересе-
кающихся между образцами. Рамками выделены образцы, полученные из одного донора. б  –  Пересечение 
между последовательностями CDR3  α-  (слева) и β-цепей  (справа), обнаруженными в публичных данных, 
SPR-специфичных клеточных культурах и тотальном репертуаре  p1489. в  –  Длина CDR3 из SPR-специфич-
ных клеточных культур  p1489  (желтый) или публичных данных  (синий) в тотальном репертуаре. г  –  Ча-
стота CDR3 из SPR-специфичных клеточных культур  p1489  (желтый) или публичных данных  (синий), об-
наруженных в тотальном репертуаре. д  –  Частота SPR-специфичных клонотипов в тотальном репертуаре 
доноров. е  –  Кластеризация CDR3  α-  (слева) и β-цепей  (справа) ТКР. Каждая вершина представляет собой 
уникальную последовательность CDR3, размер круга пропорционален количеству идентичных последова-
тельностей, линии соединяют последовательности, различающиеся на 1  аминокислотную замену. Цветом 
обозначены доноры, экспериментальные статьи и базы данных, из которых были взяты последовательно-
сти CDR3. Показаны кластеры, содержащие ≥  5  (CDR3α) и ≥  2  (CDR3β) членов. Использование V- и J-генов 
представлено в виде круговых диаграмм; а.о.  – аминокислотный остаток
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Рис. 2. Влияние мутаций в эпитопе SPR на презентацию в HLA и распознавание SPR-специфичными Т-клет-
ками. а – Предсказанная при помощи NetMHCPan 4.1 аффинность связывания пептида дикого типа (ДТ) SPR 
и его гомологов с HLA-B*07:02. Зеленым обозначены варианты с высокой силой связывания (SB; ранг < 0,5); 
желтым – варианты со слабой аффинностью (WB; ранг 0,5–2); красным – варианты, не способные к презен-
тации в данной HLA (NB; ранг  >  2). Гомолог, выбранный для анализа кросс-реактивного ответа, выделен 
жирным шрифтом. б – Кривая титрования для определения функциональной авидности SPR-специфичного 
ТКР1 к пептиду дикого типа  (синий) и мутантному пептиду S105L  (голубой). На  графике отображена сред-
няя доля клеток  eGFP+ и стандартное отклонение; EC50 отмечено прерывистой линией

вательностей  CDR3. В  результате было отобрано 
3  ТКР, распознающих комплекс HLA-B*07:02-SPR 
(рис.  1,  е).

Анализ литературы  [37,  38] и баз данных, 
содержащих информацию о мутациях в новых 
штаммах вируса SARS-CoV-2, позволил обнару-
жить 7  гомологичных пептидов с 1–2  аминокис-
лотными заменами. Среди этих пептидов только 
один вариант  – S105L из сезонных коронавиру-
сов HCoV-OC42 и HCoV-HKU1  – имел высокую 
предсказанную аффинность связывания и был 
выбран для дальнейшего анализа. В  трех других 
гомологичных пептидах (R107G и S105C, несущие 
редкие закрепившиеся мутации, а также S105A и 
L113T из вируса  MERS) мутации ослабили силу 
связывания с HLA-B*07:02, а еще в трех вариан-
тах (L113Q, P106S, P106H), которые также являют-
ся редкими, мутации полностью нарушили свя
зывание  с  HLA  (рис.  2,  а).

Для проверки функциональной активности 
ТКР, специфичных к комплексу HLA-B*07:02-SPR 
или HLA-B*07:02-S105L, был проведен ана-
лиз активации репортерной клеточной линии 
Jurkat  E6-1  TPR, несущей один из идентифици-
рованных ТКР в ответ на различные концентра-
ции SPR или мутантного пептида  S105L. Из трех 

ТКР, идентифицированных на предыдущем этапе, 
только один  (ТКР1), полученный путем анализа 
эпитоп-специфичных клеточных культур МПК 
донора  p1329, продемонстрировал способность к 
активации трансгенных Jurkat E6-1 TPR пептидом 
дикого типа  (SPR). Этот ТКР также распознавал 
родственные эпитопы со сравнимой функцио-
нальной авидностью  (EC50) для обоих эпитопов: 
0,07  мкМ для SPRWYFYYL  (ДТ) и 0,14  мкМ для 
LPRWYFYYL  (S105L). Таким образом, полученный 
ТКР высокоспецифичен для вируса SARS-CoV-2 и 
потенциально может участвовать в иммунном 
ответе на сезонные коронавирусы OC43 и  HKU-1.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Хорошо известно, что на вирусные эпитопы 
может формироваться Т-клеточный репертуар с 
различной степенью гомологии ТКР  [2]. Функцио-
нальное преимущество такого иммунного ответа 
остается малоизученным, однако было показано, 
что публичные клонотипы имеют более высокую 
вероятность V(D)J-рекомбинации и кросс-реактив-
ность с другими заболеваниями. Вирус SARS-CoV-2 
способен к постепенному накоплению мутаций, 
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часть из которых приводит к ускользанию от 
иммунного надзора за счет потери связывания с 
презентирующим  HLA или снижения авидности 
взаимодействия со специфическими Т-клетка-
ми  [41]. В  последнем случае кросс-реактивность 
может способствовать сохранению иммунного 
ответа на мутировавший антиген.

В данной работе мы изучили репертуар SPR-
специфичных CD8+-клеток, полученных из крови 
четырех пациентов, перенесших COVID-19 и имею-
щих аллель HLA-B*07:02. Т-клеточный иммунный 
ответ на этот иммунодоминантный эпитоп харак-
теризовался высоким разнообразием α- и β-цепей, 
однако, несмотря на то что уникальных α-цепей 
было обнаружено больше, чем β-цепей, коли-
чество публичных последовательностей среди 
α-цепей также было выше, что можно объяснить 
меньшим разнообразием α-цепей в целом  [42]. 
Интересно отметить, что в тотальном репертуа-
ре  p1489 были обнаружены последовательности 
α-цепей, охарактеризованные как SPR-специфич-
ные в публичных данных, но не обнаруженные в 
эпитоп-специфичных клеточных культурах. Веро-
ятно, отсутствие этих цепей в эпитоп-специфич-
ных клеточных культурах можно объяснить их 
низкой частотой в тотальном репертуаре, из-за 
чего клетки, несущие данный рецептор, могли 
не попасть в клеточную культуру. Другой веро-
ятной причиной может быть наличие данных 
цепей в рецепторах, специфичных к другим эпи-
топам, или низкая аффинность к  SPR, которая не 
позволила клеткам с данным рецептором про-
лиферировать в клеточной культуре достаточно 
эффективно в ответ на стимуляцию экзогенным 
пептидом. Тем не менее средняя частота эпитоп-
специфичных клонотипов составила 1,3  ×  10−4 для 
α-цепи и 4,3  ×  10−5  – для β-цепи, что примерно в 
10  раз больше, чем для других иммунодоминант-
ных эпитопов, например, YLQ, KCY, KTF и ALW [2], 
и согласуется с литературными данными о высо-
кой частоте SPR-специфичных клонотипов.

Мы подтвердили наблюдение о том, что SPR-
специфичный репертуар характеризуется отно-
сительно низкой гомологией последовательно-
стей  ТКР. Тем не менее нам удалось определить 
несколько последовательностей, формирующих 
кластеры гомологии с SPR-специфичными после-
довательностями, полученными из эпитоп-спе-
цифичных клеточных культур четырех доноров 
и/или обнаруженными в публичных данных. 
Мы  отобрали 3  потенциальных  ТКР, которые 
далее были трансдуцированы в репортерную 
клеточную линию Jurkat  E6-1  TPR. Несмотря на 
то что подбор пар α- и β-цепей осуществлялся с 
учетом их частоты встречаемости в одних и тех 
же образцах, только один из выбранных ТКР про-
демонстрировал способность к распознаванию 

пептида SPR. Вероятно, это связано с тем, что одна 
α-цепь может формировать ТКР с несколькими 
β-цепями и наоборот, что повышает частоту их 
встречаемости, однако не гарантирует наличие 
их в одном  ТКР.

Единственный функциональный ТКР рас-
познавал пептид  SPR и его мутантную форму 
LPRWYFYYL из сезонных коронавирусов OC43 и 
HKU1 с EC50, равной 0,07  мкМ и 0,14  мкМ соответ-
ственно. Эти значения были значительно выше, 
чем функциональная авидность для большинства 
Т-клеточных эпитопов, в том числе и из нуклео-
капсидного белка SARS-CoV-2  [43,  44]. Это объяс-
няет высокую частоту кросс-реактивных ТКР в 
образцах доноров, не болевших COVID-19. Инте-
ресно отметить, что другие мутации в эпитопе 
SPR, обнаруженные нами в публичных данных, 
ослабляли или полностью нарушали связывание 
пептида с HLA-B*07:02. Это отличает SPR-специ-
фичные ТКР от рецепторов к другим иммуно-
доминантным пептидам. Так, было показано, 
что ТКР, специфичные к иммунодоминантному 
и часто мутирующему эпитопу S269–277 YLQPRTFLL, 
не распознавали ни мутантные формы пептида, 
ни гомологичные пептиды из сезонных корона-
вирусов. В  то же время ТКР, специфичные к бо-
лее консервативному и менее иммуногенному 
S1000–1008 RLQSLQTYV, были способны к распозна-
ванию мутантных вариантов, но не гомологич-
ных эпитопов из сезонных коронавирусов  [28]. 
ТКР, специфичные к часто мутирующему пеп-
тиду S448–456 NYNYLYRLF, формирующему реперту-
ар с большой долей публичных последователь-
ностей, распознавали только 2 из 4 мутантных 
вариантов  [27]. Два ТКР, специфичных к другому 
иммунодоминантному эпитопу из белка нуклео-
капсида N361–369 KTFPPTEPK, формирующему разно-
образный репертуар с высокой длительностью  
персистенции специфичных Т-клеток [2], распозна-
вали только часть мутантных пептидов  [43]. Для 
других эпитопов не было показано взаимосвязи 
между разнообразием репертуара и способностью 
распознавать мутантные формы пептидов  [45]. 
Однако следует учитывать, что на результат в зна-
чительной степени может повлиять и выбор ре-
цептора: так, в исследовании Minervina  et  al.  [27] 
мутантные формы более консервативного пептида  
ORF1ab1637–1646 TTDPSFLGRY, формирующего менее 
публичный репертуар, распознавались также 
хорошо, как и пептид дикого типа, однако в ра-
боте De  Silva  et  al.  [45] все 5  изученных мутант-
ных вариантов приводили к снижению актива-
ции Т-клеток. А  в уже упомянутой ранее работе 
Hu  et  al.  [43] KTF-специфичные рецепторы распо-
знавали разные мутантные варианты с разной 
аффинностью. Вероятно, это может объяснить 
эволюционное преимущество более разнообраз-
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ного репертуара, позволяющего с большей вероят-
ностью найти рецептор, способный к распознава-
нию мутантного варианта.

Другим объяснением устойчивости иммунно-
го ответа к определенным мутациям в эпитопе 
может быть геометрия взаимодействия ТКР–пеп-
тид–HLA. Были созданы кристаллические структу-
ры ТКР, специфичных к эпитопам YLQ  [25, 28,  46], 
RLQ  [28,  47] и LLLD  [44], благодаря которым было 
показано, что у разных ТКР, вне зависимости от 
их специфичности, может различаться вовлечен-
ность разных CDR-регионов во взаимодействие 
с HLA и пептидом. И,  вероятно, ТКР, имеющие 
больше контактов с  HLA, чем с пептидом, более 
устойчивы к мутациям.

Таким образом, несколько механизмов могут 
обеспечивать устойчивость иммунного ответа к 
мутациям. Во-первых, Т-клеточный иммунный 
ответ на SARS-CoV-2 возникает сразу на несколько 
эпитопов  [48] и маловероятно, что одна мутация 
может повлиять на общую силу ответа [48]. Во-вто-
рых, большая часть эпитопов вызывает формиро-
вание крайне разнообразного репертуара [49], что 
коррелирует с сохранением ответа на этот эпи-
топ  [2] и позволяет с большей вероятностью рас-
познавать мутантные формы пептида. В-третьих, 
многие пептиды могут представляться в несколь-
ких HLA, и потеря связывания с одним HLA может 
не влиять на связывание с другим  [50]. Однако 
в таком случае остается непонятным, почему до 
10%  всех вирус-специфичных ТКР являются пуб-
личными или крайне гомологичными  [51]. Воз-
можно, высокая частота встречаемости гомоло-
гичных последовательностей может объясняться 
высокими вероятностями V(D)J-рекомбинации и 
сборки данного рецептора  [2].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В этой работе мы продемонстрировали, что 
репертуар ТКР, специфичных к эпитопу SPR, 
характеризуется высокой частотой специфиче-

ских последовательностей, относительно низкой 
гомологией, высоким разнообразием и частотой 
α-цепей и β-цепей. SPR-специфичные рецепторы 
способны к кросс-реактивному распознаванию 
пептидов из сезонных коронавирусов, и изучае-
мая мутация (замена серина на лейцин) эпитопа 
SPR не влияет на силу иммунного ответа. Эти 
особенности SPR-специфичного репертуара могут 
объяснить иммунодоминантность SPR у доноров, 
перенесших COVID-19, и высокую частоту кросс-
реактивного ответа на эпитоп SPR у доноров, 
не болевших COVID-19. Однако влияние степени 
гомологичности репертуара на способность рас-
познавать мутантные формы пептидов и влиять 
на ускользание вируса от иммунного надзора тре-
бует дальнейшего изучения.
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The COVID-19 pandemic, initiated by the rapid spread of the novel SARS-CoV-2 coronavirus, has in-
creased interest in the study of the T-cell immune response. A polyclonal and cross-reactive T-cell 
response to seasonal coronaviruses and other SARS-CoV-2 strains have been shown to reduce 
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disease  severity. In this study, we investigated the immunodominant T-cell epitope SPRWYFYYYL 
from the nucleocapsid protein of SARS-CoV-2 virus. The immune response to this epitope is charac-
terized by the formation of highly homologous (convergent) receptors found in the T-cell receptor 
(TCR) repertoires of different individuals. This epitope belongs to highly conserved peptides that are 
rarely mutated in new strains of SARS-CoV-2 and are homologous to epitopes from seasonal coro-
naviruses. There is a suggestion that the presence of cross-reactive responses to homologous pep-
tides contributes to reduced COVID-19 disease severity. However, other investigators have questioned 
this, suggesting that low affinity receptors reduce the strength of the immune response. The aim of 
this study was to evaluate the effect of amino acid substitutions in the SPR epitope on the affini-
ty of binding to a specific T-cell receptor. To this end, antigen-dependent cellular expansions were 
performed on samples from four COVID-19-transfected donors and TCR repertoires were sequenced. 
The resulting SPR-specific β-chain TCRs had greater sequence diversity than that of α-chains, but 
public receptors were also present in all four donor repertoires, three of which were cloned and 
used to generate a Jurkat E6-1 TPR cell line. Only for one of the three receptors we demonstrat-
ed the ability to be activated by the SPR peptide and recognized the mutant LPRWYFYYY homo-
logue from seasonal coronaviruses with the same affinity as the wild-type peptide. This indicates 
that the presence of the mutation did not affect the strength of the immune response, which may 
explain why the cross-reactive response to the SPR epitope is so frequent and contributes positively  
to COVID-19 infection.
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