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ВВЕДЕНИЕ

В декабре 2019 года в городе Ухань китайской 

провинции Хубэй был одновременно зарегистри-

ровано несколько тяжелых случаев пневмонии 

неизвестной этиологии. Вскоре после этого новый 

бета-коронавирус из семейства Coronaviridae рода 

Betacoronavirus отряда Nidovirales идентифициро-

ван как возбудитель тяжелого острого респира-

торного заболевания. У людей бета-коронавирусы 

могут вызывать легкие респираторные инфекции 

(«простуда»), а также гораздо более серьезные за-

болевания (SARS и MERS). 

11 февраля 2020 г. Всемирная организация 

здравоохранения присвоила новой коронавирус-

ной инфекции официальное название — COVID-19 

(CОronaVIrus Disease 2019), а Международный коми-

тет по таксономии вирусов (International Committee 

of Taxonomy of Viruses, ICTV)  — официальное на-
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в разработке субъединичных вакцин для борьбы с COVID-19 с учетом опыта, который был достигнут 

ранее с SARS-CoV и MERS-CoV. Методы иммуноинформатики сокращают время и затраты при раз-

работке вакцин, которые вместе могут остановить эту новую вирусную инфекцию.

Ключевые слова: коронавирус; SARS-CoV-2; COVID-19; иммуногенный пептид; антиген; HLA; вак-

цина; эпитоп; компьютерное прогнозирование; компьютерное моделирование in silico; иммуноин-

форматика. 

Для цитирования: Вологжанин  Д.А., Голота  А.С., Камилова  Т.А., Шнейдер  О.В., Щербак  С.Г. 

Компьютерное моделирование в разработке вакцин против COVID-19 на основе антигенов HLA-

системы. Клиническая практика. 2021;12(3):In Press. doi: https://doi.org/10.17816/clinpract76291 

Поступила 20.07.2021 Принята 13.08.2021 Опубликована 26.08.2021

1 Термин, обозначающий компьютерное моделирование (симуляцию) эксперимента, чаще биологического.

звание возбудителю этой инфекции — SARS-CoV-2 

(severe acute respiratory syndrome coronavirus 2) [1]. 

11 марта 2020 г. Всемирная организация здра-

воохранения объявила распространение коро-

навируса SARS-COV-2, вызывающего болезнь 

COVID-19, глобальной пандемией. Различные 

штаммы SARS-CoV-2 с секвенированным геномом 

имеют более 99,98% идентичности последователь-

ности, и они близкородственны (88% идентично-

сти) SARS-подобным коронавирусам летучих мы-

шей, в то время как более отдалены от SARS-CoV 

и MERS-CoV человека [2]. 

У одних индивидов, зараженных коронавиру-

сом SARS-CoV-2, развивается только легкая или 

бессимптомная форма COVID-19. Другие страда-

ют тяжелой пневмонией с острым респиратор-

ным дистресс-синдромом и с высокой летально-

стью. Согласно результатам анализа клинических 
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характеристик пациентов из 73 научных статей, 

наиболее распространенные симптомы начала 

заболевания  — повышение температуры (82,1%), 

кашель (45,8%), слабость (26,3%), головная боль 

(6,5%) и одышка (6,9%), из них тяжелых случаев 

с одышкой — 32,6%) [3]. Близкие по значению дан-

ные о клинических проявлениях COVID-19 получе-

ны в ретроспективном исследовании в Уханьской 

больнице Цзиньинтань: лихорадка (83%), кашель 

(82%), одышка (31%), спутанность сознания (9%), 

головная боль (8%), боль в горле (5%), ринорея 

(4%), боль в груди (2%), диарея (2%), тошнота и рво-

та (1%) и другие редкие симптомы [4]. В России 

среди первых симптомов COVID-19 зарегистриро-

ваны повышение температуры тела (90%), кашель 

(80%), одышка (55%), утрата обоняния и вкусовых 

ощущений (транзиторная аносмия, >50%), миалгия 

и утомляемость (44%), ощущение сдавленности и/

или боли в грудной клетке (20%); головные боли 

(8%), кровохарканье (5%), диарея, тошнота (3%) [5]. 

Коронавирус SARS-CoV-2 обладает тропизмом 

к тканям легкого (альвеолоцитам, альвеолярным 

эпителиоцитам, легочным капиллярам, лимфоид-

ной ткани и макрофагам легкого), вызывая вне-

больничную пневмонию. У некоторых пациентов 

с пневмонией внезапно развивается тяжелая ды-

хательная недостаточность, требующая респира-

торной поддержки. Риск смерти этих пациентов 

достигает 60% [6]. У 10% пациентов с тяжелым 

течением заболевания развивается острый респи-

раторный дистресс-синдром, и через короткий пе-

риод времени они умирают от полиорганной недо-

статочности. У большинства пациентов с тяжелой 

дыхательной недостаточностью преобладает им-

мунная дисфункция с лимфопенией. Своеобраз-

ное клиническое течение внебольничной пневмо-

нии, вызванной SARS-CoV-2, включая внезапное 

ухудшение клинического состояния через 7–8 

дней после появления первых симптомов, предпо-

лагает, что причиной этого заболевания является 

уникальная картина иммунной дисфункции с глу-

бокой лимфопенией, чрезмерной секрецией про-

воспалительных цитокинов и белков острой фазы 

воспаления. Эта картина отличается от картины 

бактериального сепсиса и тяжелой дыхательной 

недостаточности, вызванной гриппом H1N1 [7]. 
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Результаты компьютерного моделирования (в экс-

периментах in silico) показывают, что существуют 

генетические различия, особенно в иммунной си-

стеме человека, которые могут объяснить раз-

личную способность реагировать на инфекцию 

SARS-CoV-2, различия в симптоматике и степени 

тяжести COVID-19. 

Когда коронавирус инфицирует клетки челове-

ка, организм реагирует антивирусным сигналин-

гом. Эти сигналы тревоги идентифицируют вирус 

и сообщают иммунной системе, что следует по-

слать цитотоксические иммунные клетки, которые 

должны уничтожить инфицированные клетки. Что-

бы выяснить, могут ли разные аллели сигнальной 

системы объяснить диапазон иммунных ответов 

на SARS-CoV-2, многочисленные группы исследо-

вателей используют компьютерные алгоритмы для 

анализа всех белков коронавируса, чтобы пред-

сказать, насколько хорошо различные версии ан-

тивирусной сигнальной системы обнаруживают 

вирусные белки. В частности, HLA-типирование 

предоставляет информацию о роли гаплотипа HLA 

(human leukocyte antigens) в вирусной инфекции для 

персонализированной профилактики, диагностики 

и лечения [3]. 

Связываясь с вирусом или фрагментом вируса, 

антиген HLA-системы переносит его на поверх-

ность клетки. Это «помечает» клетку как зара-

женную, и иммунная система убивает эту клетку. 

В целом, чем больше вирусных пептидов может 

обнаружить система HLA, тем сильнее иммунный 

ответ. Результаты компьютерного моделирова-

ния предсказывают, что некоторые аллели HLA-

антигенов связываются с большим количеством 

пептидов из белков вируса SARS-CoV-2, тогда как 

другие связываются с очень немногими [8], т.е. не-

которые варианты HLA имеют большее сродство 

к SARS-CoV-2, чем другие, и, следовательно, спе-

цифические аллели HLA будут влиять на эффек-

тивность иммунного ответа на COVID-19. На этом 

основании достигнут консенсус о том, что различия 

в генах HLA являются частью объяснения широко-

го диапазона различий в степени тяжести инфек-

ции у многих пациентов с COVID-19. Различия по 

HLA являются не единственным генетическим фак-

тором, влияющим на тяжесть COVID-19, но понима-

ние того, как различные аллели генов HLA могут 

влиять на клиническое течение COVID-19, может 

помочь выявить лиц с более высоким риском забо-

левания и разработать вакцины против коронави-

руса SARS-CoV-2. 

БИОЛОГИЯ И ГЕНЕТИКА SARS-COV-2

Геном SARS-CoV-2, как и геномы других корона-

вирусов, кодирует ряд структурных и неструктурных 

белков. Он состоит из одноцепочечной позитивно-

смысловой РНК длиной ~30 000 нуклеотидов и со-

держит две фланкирующие нетранслируемые об-

ласти и одну длинную открытую рамку считывания 

(open reading frame, ORF), которая кодирует поли-

протеин, включающий в себя репликазный комплекс 

ORF1ab, и гены четырех структурных белков — гли-

копротеина шипа (S), гликопротеина мембраны (M), 

белка оболочки (E) и нуклеокапсидного фосфопро-

теина (N). Последовательность ORF1ab (>65% всей 

длины генома) кодирует 16 неструктурных белков. 

S-белок вируса SARS-CoV-2 обладает структурой, 

оптимальной для связывания с клеточным рецепто-

ром ACE2 (angiotensin-converting enzyme) [3, 9]. 

Все реплицирующиеся вирусы, включая коро-

навирус, накапливают мутации, которые сохраня-

ются благодаря естественному отбору и способ-

ствуют уклонению от иммунитета. Исследование 

мутаций в 6421 последовательности генома SARS-

CoV-2, изолированных у пациентов из Азии, Се-

верной Америки, Европы и Океании, идентифици-

ровало в общей сложности 156 миссенс-мутаций, 

которые наблюдались с частотой >0,5%. Мутации 

ORF1ab P4715L и S-белка D614G встречаются во 

всех четырех регионах, хотя в азиатских стра-

нах — значительно реже, чем в других (15,4 против 

52,6–73,7%; р=3,81×10–125). Мутации ORF1ab P5828L 

и ORF1ab Y5865C преобладают в Северной Амери-

ке (30,6 против 0–7,8%; р=3,26×10–237, и 31,4 против 

0–8,1% в других регионах; р=5,54×10–246, соответ-

ственно). Мутация N-белка R203K/G204R встре-

чается чаще других мутаций в Океании и Европе 

(14,7–27,6 против 3,6–5,3%; р=2,56×10–105) [9]. В ис-

следовании по моделированию гомологии проте-

стированы трансмембранные спиральные сегмен-

ты ORF1ab в неструктурных белках nsp2 и nsp3 

(nonstructural protein) коронавируса. Результаты по-

казали, что как стабилизирующая, так и дестабили-

зирующая мутации эндосомально-ассоциирован-

ного домена белков nsp2 и nsp3 могут объяснить 

высокую контагиозную способность в COVID-19 [3]. 

Два белка SARS-COV-2  — ORF-3a и ORF-7a  — 

являются предполагаемыми детерминантами 

T- клеточного распознавания. Оба белка важны для 

репликации вируса и могут влиять на патогенез 

и распространение заболевания. Наибольшее сни-

жение экспансии вируса отмечено после удаления 

белка ORF3a [10]. 
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ЦИТОКИНОВЫЙ ШТОРМ ПРИ COVID-19

COVID-19 у SARS-CoV-2-позитивных пациентов 

классифицируется как легкое, тяжелое и крити-

чески тяжелое заболевание. Результаты рутинных 

лабораторных тестов, такие как уровни феррити-

на, лактатдегидрогеназы и D-димера, увеличены 

у пациентов с тяжелой и критически тяжелой фор-

мой COVID-19. Абсолютное и относительное число 

CD4+ T-клеток, CD8+ T-клеток и B-клеток посте-

пенно уменьшается с увеличением тяжести забо-

левания. У пациентов с крайне тяжелым COVID-19 

наблюдается лимфопения, при этом экспрес-

сия маркеров T-клеточной активации  — HLA-DR, 

CD45RO и PD-1 — увеличена у пациентов с тяже-

лой и особенно с экстремально тяжелой формой 

по сравнению с пациентами с легкой формой забо-

левания. Уровни цитокинов IL-2, TNF-α, IL-6, IL-10, 

а также C-реактивного белка в плазме крови повы-

шены, в то время как активация дендритных клеток 

(ДК) и B-клеток снижена у пациентов с критически 

тяжелой формой заболевания. Хотя процентное 

содержание IFN-γ-продуцирующих T-клеток CD4+ 

и CD8+ у пациентов с тяжелой и крайне тяжелой 

формой COVID-19 намного выше, чем у пациентов 

с COVID-19 легкой и средней тяжести, абсолютное 

их количество не различалось между этими тремя 

группами. Эти данные свидетельствуют о том, что 

патогенез крайне тяжелого COVID-19 обусловлен 

гиперфункцией T-клеток CD4+ и CD8+ [11].

Одной из типичных характеристик инфекции 

SARS-CoV-2 является уменьшение количества 

лимфоцитов. Число T-клеток CD4+ и CD8+ умень-

шается с увеличением тяжести заболевания. Од-

нако до этого лимфоциты находятся в состоянии 

гиперфункции. На ранних стадиях заболевания 

миграция лимфоцитов из крови в легкие может 

быть причиной дефицита лимфоцитов в перифе-

рической крови, что обусловлено антигенной сти-

муляцией. Экспрессия маркера активации HLA-DR 

повышена, а костимулирующей молекулы CD28 — 

снижена у пациентов с тяжелым заболеванием, 

что предполагает активацию Т-клеток у пациентов 

с тяжелым течением заболевания. Если активация 

T-клеток CD8+ не может устранить вирус, будут ак-

тивированы T-клетки CD4+ для дальнейшего уси-

ления иммунных ответов. Гиперфункция T-клеток 

CD4+ инициирует синдром активации макрофагов, 

который приводит к цитокиновому шторму у паци-

ентов с крайне тяжелой COVID-19. Непрерывные 

и избыточные воспалительные реакции в конечном 

итоге вызывают апоптоз лимфоцитов, на более 

поздних стадиях инфекции наблюдается анергия 

лимфоцитов. Таким образом, функция лимфоцитов 

может быть совершенно разной на разных стадиях 

инфекции [11]. 

Тяжелый острый респираторный синдром, свя-

занный с COVID-19, развивающийся у 20% паци-

ентов, связан с неконтролируемым системным 

гипервоспалительным иммунным ответом на ин-

фекцию SARS-CoV-2, подавление которого можно 

рассматривать как цель терапии при тяжелом тече-

нии COVID-19. Необходимо также учитывать связь 

между воспалением и активацией коагуляции. В тя-

желых и угрожающих жизни случаях терапевтиче-

ским вариантом может быть противовоспалитель-

ная и антикоагулянтная терапия [12]. 

Молекулы HLA-класса II, особенно HLA-DR, 

экспрессируются конститутивно главным образом 

антигенпрезентирующими клетками, В-клетками 

и некоторыми активированными T-клетками. Их 

экспрессия необходима для запуска адаптивного 

иммунного ответа и клиренса патогена. IFN-γ инду-

цирует экспрессию генов HLA-DR и воспалитель-

ных цитокинов TNF-α, IL-1β и IL-6. Активация HLA 

класса  II увеличивает HLA-рестриктированную 

антигенную презентацию и адаптивный иммунный 

ответ. 

Вирусные инфекции, в том числе коронавирусы, 

способны индуцировать большое количество про-

воспалительных цитокинов у предрасположенного 

хозяина, что в конечном итоге может вызвать ги-

перферритинемический (гемофагоцитарный) син-

дром. Усиление секреции цитокинов лимфоцитами 

Th1 и Th17 формирует провоспалительную среду 

со сниженными уровнями противовоспалительных 

цитокинов (IL-4, IL-10, TGF-β) и последующим умень-

шением количества общих и функциональных регу-

ляторных Т-клеток (Treg CD4+) и, соответственно, 

ограничением контроля аутотолерантности. Это 

связано с ролью клеток Treg в определении степе-

ни тяжести COVID-19. В тяжелых случаях наблюда-

ется снижение пропорции наивных Treg, но повы-

шение Treg-памяти, которые в свою очередь могут 

играть роль в формировании высокоинтенсивного 

аутоиммунного ответа с дисбалансом цитокинов 

и гиперэкспрессией молекул HLA-DR [12].

АНТИГЕНЫ HLA И SARS-COV-2

Антигенная презентация

при коронавирусной инфекции

Локусы системы HLA являются одним из важ-

ных факторов генетической предрасположенности 
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человека к инфекционным заболеваниям. Различ-

ные гаплотипы HLA связаны с различной подвер-

женностью болезням, главным образом благодаря 

рецепторам антигенов Т-клеток, которые распо-

знают конформационную структуру антигенсвя-

зывающего домена молекулы HLA в комплексе 

с соответствующими антигенными пептидами. 

Соответственно, представляется преимуществом 

иметь молекулы HLA с повышенной специфично-

стью связывания с пептидами вируса SARS-CoV-2 

на поверхности антигенпрезентирующих и других 

иммунных клеток. Необходимо идентифицировать 

специфические аллели HLA класса I или II, связан-

ные с развитием иммунитета против SARS-CoV-2. 

Такая информация важна для разработки тест-си-

стем и оценки эффективности вакцинации у разных 

людей в общей популяции [3, 13].

Когда вирус проникает в клетку, его антигены 

будут представлены HLA-системой антигенпрезен-

тирующих клеток и затем распознаются вирус-спе-

цифичными цитотоксическими Т-лимфоцитами 

(ЦТЛ). Например, презентация антигенов SARS-

CoV в основном зависит от молекул HLA клас-

са  I, но HLA-II также участвуют в их презентации. 

Многочисленные полиморфизмы HLA-антигенов 

коррелируют с восприимчивостью к SARS-CoV, та-

кие как HLA-B*46:01, HLA-B*07:03, HLA-DRB1*12:02 

и HLA-Cw*08*01, тогда как аллели HLA-DR*03:01, 

HLA-Cw*15:02 и HLA-A*02:01 связаны с защитой от 

инфекции SARS-CoV. Молекулы HLA-II, такие как 

HLA-DRB1*11:01 и HLA-DQB1*02:02, ассоциирова-

ны с восприимчивостью к инфекции MERS-CoV. 

Эти данные обеспечивают ценные подсказки для 

профилактики, лечения и изучения патогенетиче-

ских механизмов COVID-19. Презентация антигена 

стимулирует гуморальный и клеточный иммунитет 

организма, которые опосредуются вирус-специ-

фичными В- и Т-клетками. Подобно другим острым 

вирусным инфекциям, профиль антител против ви-

руса SARS-CoV-2 имеет типичную картину продук-

ции IgM и IgG. Количество T-клеток CD4+ и CD8+ 

в периферической крови пациентов, инфицирован-

ных SARS-CoV-2, значительно снижено, в то время 

как их иммунный статус представляет собой чрез-

мерную активацию, о чем свидетельствует высокая 

доля фракций HLA-DR-позитивных Т-клеток CD4+ 

(3,47%) и Т-клеток CD38+ CD8+ (39,4%) [14]. 

Для контроля пандемии COVID-19 разработаны 

инструменты, которые могут измерять/отслежи-

вать ответы Т-клеток и В-клеток на SARS-CoV-2. 

Посредством комплексного биоинформационно-

го скрининга эпитопов из последовательностей 

SARS-CoV-2 для HLA идентифицированы 2013 

и 1399 потенциальных пептидных эпитопов с высо-

кой аффинностью к молекулам HLA класса I и II со-

ответственно, которые могут индуцировать ответы 

Т-клеток CD8+ и CD4+. Эти эпитопы распределены 

по структурным (белки шипа, оболочки, мембраны 

и нуклеокапсида) и неструктурным белкам (соот-

ветствующим шести открытым рамкам считыва-

ния); при этом обнаружены несколько областей, 

обогащенных высокоаффинными эпитопами. Ре-

зультаты исследования дают ценную информацию 

для разработки вакцин против SARS-CoV-2 и мони-

торинга Т-клеточных ответов [9].

Лимфопения заметно уменьшается по мере 

улучшения состояния [15]. Увеличение количества 

лимфоцитов происходит за счет Т-клеточных субпо-

пуляций CD4+ и CD8+. ЦТЛ CD8+ непосредственно 

убивают инфицированные вирусом клетки, а CD4+ 

хелперные Т-лимфоциты необходимы для продуци-

рования вирусспецифичных антител В-лимфоцита-

ми. У умершего пациента с COVID-19 было значи-

тельно снижено количество CD4+ и CD8+ T-клеток, 

но они были гиперактивированы [16]. Как теперь 

известно, гиперактивированные иммунные клетки 

вовлечены в иммунное повреждение тканей и орга-

нов при COVID-19. 

S. Zhang и соавт. [17] изучили динамику имму-

нологических показателей у 55-летнего пациента 

с критически тяжелой COVID-19, которому удалось 

возвратить SARS-CoV-2-негативный статус. От 

критической стадии COVID-19 до стадии реконва-

лесценции низкие уровни T-клеток CD4+ и CD8+ 

постепенно повысились до нормальных уровней 

(от 120 до 528 и от 68 до 362 мкл соответственно), 

когда определение вирусной РНК дало отрицатель-

ный результат. 

Сигнальный путь HLA-G и его рецептора, экс-

прессируемого на поверхности иммунных клеток, 

негативно регулирует функции Т-, В- и NK-клеток 

и участвует в вирусной инфекции. Считается, что 

усиление экспрессии HLA-G является стратегией 

уклонения вируса от иммунитета. Основной ме-

ханизм уклонения заключается в том, что HLA-G 

связывает иммуноингибирующие рецепторы цито-

токсических иммунных клеток. Анализируя дина-

мику периферических иммунных клеток, S.  Zhang 

и соавт. [17] сравнили экспрессию HLA-G и его 

рецепторов на периферических иммунных клет-

ках в день, когда был подтвержден положитель-

ный результат теста на РНК SARS-CoV-2, и в день, 
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когда результат стал отрицательным. Анализ по-

казал положительную связь экспрессии HLA-G на 

В-клетках с уровнями IFN-γ, экспрессия HLA-G на 

моноцитах негативно связана с уровнями IL-2. Про-

цент Т-клеток HLA-G+ и экспрессия иммуноинги-

бирующего рецептора ILT4 на B-клетках негативно 

коррелируют с уровнями TNF-α, на моноцитах  — 

положительно коррелирует с уровнями цитокинов 

IL-6, IL-10 и IFN-γ. Паттерн экспрессии HLA-G на 

периферических иммунных клетках может отра-

жать три стадии течения заболевания — инфици-

рования, репликации и клиренса SARS-CoV-2. При 

этом наблюдались различные корреляции меж-

ду экспрессией HLA-G на В-клетках и моноцитах 

и продукцией IFN-γ и IL-2. Динамика экспрессии 

HLA-G на клетках периферических иммунных суб-

популяций (высокий–низкий–высокий уровни) от 

SARS-CoV-2-позитивного статуса до SARS-CoV-

2-негативного указывает на то, что статус инфек-

ции SARS-CoV-2 связан с регуляцией экспрессии 

HLA-G цитокинами. Учитывая, что HLA-G является 

антигенпрезентирующей молекулой, подавление 

вирусом SARS-CoV-2 экспрессии HLA-G может 

нарушать распознавание вируса Т-клетками CD8+ 

и поддерживать уклонение от иммунитета [17]. 

Система HLA играет ключевую роль в иммунном 

ответе на патогены. Так, 82 пациента с COVID-19 

были генотипированы по локусам HLA-A, HLA-B, 

HLA-C, HLA-DRB1, HLA-DRB3/4/5, HLA-DQA1, HLA-

DQB1, HLA-DPA1 и HLA-DPB1 с использованием тех-

нологии NGS (Next Generation Sequencing). Частоты 

аллелей HLA-C*07:29, C*08:01G, B*15:27, B*40:06, 

DRB1*04:06 и DPB1*36:01 повышены, в то время как 

частоты аллелей DRB1*12:02 и DPB1*04:01 снижены 

у пациентов с COVID-19 по сравнению с контроль-

ной популяцией. При рассмотрении скорректиро-

ванной статистической значимости различались 

частоты только HLA-C*07:29 и HLA-B*15:27. Эти 

данные свидетельствуют о том, что некоторые ал-

лели HLA связаны с развитием COVID-19 [18].

РАЗРАБОТКА ВАКЦИН ПРОТИВ SARS-COV-2 

Основными терапевтическими подходами 

к COVID-19 являются противовирусные лекар-

ственные препараты и иммунотерапия, тогда как 

вакцины — это перспективный способ предотвра-

щения вирусной инфекции. В настоящее время 

проводится множество исследований по разра-

ботке эффективных вмешательств для контроля 

пандемии COVID-19, включая терапевтические 

препараты, такие как ингибиторы РНК-зависимой 

РНК-полимеразы или вирусной протеазы, а также 

блокаторы слияния вируса с клеточной мембра-

ной. Для разработки вакцины против SARS-CoV-2 

и оценки иммуногенности вакцин-кандидатов 

важно прогнозировать антигенные детерминанты 

SARS-CoV-2 и иммунные ответы на них. Обычные 

(аттенуированные или инактивированные) вакцины 

не всегда обеспечивают иммунитет к антигену-ми-

шени. Кроме того, общепринятый подход к разра-

ботке вакцин порождает проблемы безопасности 

в доклинических и клинических испытаниях. Ре-

комбинантные субъединичные вакцины помогают 

преодолеть эти трудности. Для конструирования 

вакцины отбирают только те эпитопы, которые мо-

гут индуцировать сильный иммуногенный ответ. 

В настоящее время идет накопление информации 

о том, какие последовательности SARS-CoV-2 важ-

ны для наших иммунных реакций. 

Молекулы HLA класса I представляют антигены 

цитотоксическим Т-лимфоцитам. После активации 

антигеном хелперная Т-клетка CD4+ активирует 

В-клетку, которая начинает вырабатывать антите-

ла. Макрофаги и ЦТЛ CD8+ также активируются 

Т-хелпером, что вызывает окончательное разру-

шение антигена-мишени. Т-клеточные эпитопы мо-

гут взаимодействовать с аллелями HLA класса I 

и класса II. На этом основан подход, применяемый 

в современном дизайне вакцин, который обеспечи-

вает преимущество по затратам времени и средств 

перед классическими методами проб и ошибок 

в «мокрых лабораториях» (wet labs — классические 

эксперименты, в отличие от dry-lab  — экспери-

ментов с помощью прикладного математического 

или компьютерного анализа), поскольку быстрая 

идентификация B-клеточных и T-клеточных эпи-

топов имеет решающее значение для разработки 

вакцины в условиях пандемии. Идентифицированы 

Т- клеточные эпитопы, способные вызывать стой-

кий иммунный ответ против SARS-CoV-2 в глобаль-

ной популяции людей. Однако способность этих 

эпитопов выступать в качестве кандидата на вак-

цину должна быть проанализирована и валидиро-

вана в лабораторных исследованиях молекулярной 

биологии. Прогнозирование В-клеточных эпитопов 

(как линейных, так и конформационных) считается 

ненадежным по сравнению с Т-клеточными эпито-

пами. Кроме того, B-клеточные эпитопы не вызы-

вают сильного гуморального ответа. По этой при-

чине в большинстве исследований анализировали 

in silico только эффективные Т-клеточные эпитопы, 

способные генерировать длительный ответ Т-кле-
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ток CD4+ и CD8+, чтобы выбрать среди них наибо-

лее подходящие и достоверные эпитопы, которые 

можно в дальнейшем тестировать в «мокрой» ла-

боратории [10].

При вирусной инфекции белки вируса экспрес-

сируются в инфицированных клетках и процессиру-

ются протеасомами в небольшие пептиды, которые 

презентируются молекулами HLA на поверхности 

инфицированных клеток и распознаются Т-клетка-

ми посредством Т-клеточных рецепторов. Эпито-

пы, потенциально распознаваемые Т-клетками, мо-

гут быть получены из любых вирусных структурных 

и неструктурных белков. К. Kiyotani и соавт. [9] осу-

ществили иммуноинформатический прогноз эпи-

топов белков S, E, N, M и ORF (соответствующих 

регистрационным номерам QHD43415-QHD43423, 

QHI42199) эталонного образца SARS-CoV-2_Wu-

han-Hu-1 (регистрационный номер MN908947). Что-

бы предсказать эпитопы HLA класса  I, отобрали 

7 аллелей HLA-A, 10 аллелей HLA-B и 8 аллелей 

HLA-C человека, которые присутствуют в японской 

популяции с частотой более 5%. Для предсказа-

ния эпитопов HLA класса II выбраны 5 гаплотипов 

HLA-DPA1-DPB1, 6 гаплотипов HLA-DQA1-DQB1 

и 7 аллелей HLA-DRB1, которые встречаются в по-

пуляциях Японии с частотой 5–38%. Полноразмер-

ные вирусные нуклеотидные последовательности 

SARS-CoV-2 (идентификационные номера в базе 

данных MN908947 и MN996527–MN996531), SARS-

CoV (номера в базе данных AY274119, AY278488 

и AY390556), SARS-подобного коронавируса лету-

чей мыши (bat-SL-CoV) RaTG13 (номер MN996532) 

и MERS-CoV (номер JX869059) предоставляет NCBI 

GenBank [9].

Для выявления мутаций SARS-CoV-2 использо-

вали 587 геномов, изолированных в Азии, 1918 — 

в Северной Америке, 3190 — в Европе и 726 — 

в Океании, депонированных в базе данных Global 

Initiative on Sharing Avian Influenza Data с 18 апреля 

2020 года. Каждую из этих последовательностей 

SARS-CoV-2 выровняли относительно эталонной 

последовательности SARS-CoV-2_Wuhan-Hu-1, 

затем экстрагировали нуклеотидные последова-

тельности, соответствующие отдельным белкам 

SARS-CoV-2, транслировали их в аминокислотные 

последовательности, которые сравнили с эталон-

ными аминокислотными последовательностями 

SARS-CoV-2 Wuhan-Hu-1.

Аффинность связывания с молекулами HLA 

класса I рассчитана для всех 9- и 10-мерных пеп-

тидов из белков SARS-CoV-2 с использованием 

программ NetHLAv4.0 и NetMHРПanv4.0. Выбраны 

0,5%-ные частотные эпитопы на основе прогно-

за наиболее сильного связывания. Аффинность 

связывания с молекулами HLA класса  II рассчи-

тывали для всех 15-мерных пептидов из белков 

SARS-CoV-2 с использованием программного 

обеспечения NetHLAIIpanv3.1. В качестве порога 

связывания эпитопов применен 2%-ный уровень.

Следующим этапом был скрининг эпитопов 

с вероятностью быть представленными на моле-

кулах HLA класса I и  II. Среди высокоаффинных 

пептидов из белков SARS-CoV-2 получены в общей 

сложности 2013 уникальных предсказанных эпито-

пов белков М и N для HLA класса  I и 1399 эпито-

пов белков М, N, ORF3a и ORF6 для HLA класса II 

с высокой аффинностью к HLA-DPA1, DPB1, DQA1, 

DQB1 и DRB1. 

Поскольку SARS-CoV-2 имеет 79%- и 50%-ную 

гомологию нуклеотидных последовательностей 

с вирусами SARS-CoV и MERS-CoV соответствен-

но, предсказанные эпитопы SARS-CoV-2 сравнили 

с последовательностями SARS-CoV (BJ01, GZ02 

и Tor2) и MERS-CoV для оценки их перекрестной ре-

активности. Обнаружено, что 780 (38,8%) эпитопов 

HLA класса  I являются консервативными во всех 

трех последовательностях SARS-CoV, из них 633 

(81,0%) расположены в белке ORF1ab, а 58 (7,4%), 

15 (1,9%), 28 (3,6%) и 33 (4,2%) пептида находятся 

в белках S, E, M и N соответственно. При этом 36 

(1,8%) эпитопов HLA класса I демонстрируют 100%-

ную идентичность последовательности с пептид-

ными последовательностями MERS-CoV, из них 33 

расположены в белке ORF1ab и 3 — в белке S; 30 

эпитопов в белке ORF1ab являются общими для 

SARS-CoV и MERS-CoV. Среди 1399 возможных 

эпитопов HLA-II 418 (29,9%) демонстрируют 100%-

ную идентичность последовательности для всех 

трех коронавирусов; 362 (86,7%), 40 (11,0%), 4 (1,1%), 

4 (1,1%) и 7 (1,9%) расположены в белках ORF1ab, 

S, E, M и N соответственно; 10 (2,4%) эпитопов (все 

в белке ORF1ab) также имеются у MERS-CoV.

Т-клеточные эпитопы, которые с наибольшей 

вероятностью представлены молекулами HLA, 

могут присутствовать у значительной части ин-

дивидов/пациентов. Два эпитопа в белке OR-

F1ab  — ORF1ab2168-2176 и ORF1ab4089-4098, ко-

торые, как предсказано, имеют сильное сродство 

к HLA-A*24:02, HLA-A*02:01 и HLA-A*02:06, показали 

самый широкий охват (83,8%) населения Японии. 

ORF1ab2168-2176, предсказанный как эпитоп, свя-

зывающий молекулы HLA-C (C*01:02, C*08:01, C*12: 
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02 и C*14:02), имеется у 76,5% японцев, эпитопы 

S268-277 и S448-457 в белке S — у 70% японцев. 

HLA-олигомеры с этими пептидами полезны для 

мониторинга ответов Т-клеток CD8+ у пациентов 

и бессимптомно инфицированных индивидов. Му-

тации в последовательностях описанных эпитопов 

не обнаружены [9].

Общими для SARS-CoV-2 и SARS-CoV являют-

ся 781 эпитоп, презентируемый молекулами HLA 

класса  I, и 418 эпитопов, презентируемых мо-

лекулами HLA класса  II. Четыре эпитопа SARS-

CoV-2 — S1060-1068, S1220-1229, N222-230 и N315-

324 — имеют точно такие же последовательности, 

как у эпитопов S1042-1050, S1203-1211, N223-231 

и N317-325 вируса SARS-CoV для HLA-A*02:01, ко-

торые известны как иммуногенные. Эпитоп S1060-

1068 SARS-CoV-2 также предсказан как высокоаф-

финный к антигенам HLA-A*02:06, HLA-B*52:01 

и HLA-C*12:02. В японской популяции HLA-A*24:02 

является наиболее распространенной молекулой 

HLA-A с аллельной частотой 37,8% (то есть у 61,3% 

японцев есть хотя бы один аллель HLA-A*24:02), 

за ним следуют HLA-A*02:01 с частотой 12,3% 

и HLA-A*02:06 с частотой 9,6%. Согласно прогно-

зу, два эпитопа в ORF1ab  — ORF1ab2168-2176 

и ORF1ab4089-4098  — имеют сильное сродство 

к HLA-A*24:02, HLA-A*02:01 и HLA-A*02:06. Если эти 

эпитопы являются иммуногенными, можно исполь-

зовать HLA-олигомер с каждым из них для мони-

торинга Т-клеточных ответов у пациентов и бес-

симптомно инфицированных индивидов, а также 

для прогнозирования и мониторинга цитокинового 

шторма у пациентов с COVID-19. Поскольку в иден-

тифицированных эпитопах не обнаружено мутаций, 

авторы надеются, что результаты их исследования 

помогут в создании рационально разработанных 

ДНК-, РНК- или пептидных вакцин против SARS-

CoV2 [9].

Все пациенты с тяжелой дыхательной недоста-

точностью имели либо синдром активации макро-

фагов (macrophage activation syndrome, MAS), либо 

очень низкую экспрессию HLA-DR, сопровождаю-

щуюся глубоким истощением Т-лимфоцитов CD4+ 

и естественных клеток-киллеров (natural killer cells, 

NK). Усиленная продукция TNF-α и IL-6 циркулиру-

ющими моноцитами отличает COVID-19 от бакте-

риального сепсиса или гриппа. Плазма пациентов 

с SARS-CoV-2 ингибирует экспрессию HLA-DR, 

которую частично восстанавливает блокатор IL-6 

тоцилизумаб; лечение пациентов тоцилизумабом 

сопровождалось увеличением числа циркулирую-

щих лимфоцитов. Таким образом, уникальный пат-

терн иммунной дисрегуляции при тяжелом течении 

COVID-19 характеризуется IL-6-опосредованным 

подавлением экспрессии HLA-DR и лимфопенией, 

связанной со стойким усилением продукции цито-

кинов и гипервоспалением [7].

Состояние иммунной системы при COVID-19 

характеризуется значительным снижением коли-

чества молекул HLA-DR на моноцитах CD14. Хотя 

у пациентов с бактериальной пневмонией также 

снижена экспрессия HLA-DR на моноцитах CD14, 

их уровни циркулирующего ферритина значительно 

выше нормы. Эта особенность обнаружена только 

у пациентов с SARS-CoV-2 и синдромом активации 

макрофагов. Значения гемофагоцитоза более 169 

являются высокодиагностическими. У пациентов 

с бактериальной пневмонией с промежуточным 

иммунным состоянием количество молекул HLA-

DR на моноцитах CD14 было ниже нормы. Однако 

пациенты с пневмонией, вызванной SARS-CoV-2, 

сохраняли количество молекул HLA-DR на моноци-

тах CD14 гораздо ближе к здоровому состоянию. 

Когда оно внезапно упало, развилась тяжелая ды-

хательная недостаточность. Более того, абсолют-

ные показатели нейтрофилов и моноцитов были 

выше у пациентов с нарушениями иммунной регу-

ляции, чем у пациентов с MAS. Таким образом, зна-

чительное снижение HLA-DR на моноцитах CD14 

связано с тяжелой дыхательной недостаточностью.

У всех пациентов, инфицированных SARS-

CoV-2, циркулирующие концентрации IFN-γ ниже 

предела обнаружения, то есть иммунные ответы 

Th1-типа не способствуют чрезмерному воспале-

нию. Напротив, концентрации IL-6 и C-реактивного 

белка значительно выше у пациентов с нарушенной 

регуляцией иммунитета, чем у пациентов с проме-

жуточным состоянием иммунной активации. Из-

вестно, что IL-6 ингибирует экспрессию HLA-DR. 

В соответствии с этим обнаружена негативная кор-

реляция между сывороточными уровнями IL-6 и аб-

солютным числом молекул HLA-DR на моноцитах 

CD14, а также между абсолютным числом лимфо-

цитов и абсолютным количеством молекул HLA-DR 

на моноцитах CD14 у пациентов с COVID-19 [7]. 

Все пациенты с пневмонией, вызванной SARS-

CoV-2, у которых развивается тяжелая дыхательная 

недостаточность, проявляют гипервоспалитель-

ные реакции с признаками иммунной дисрегуля-

ции, вызываемой цитокином IL-6, или синдрома 

активации макрофагов, который обусловлен IL-1β. 

Избыточная продукция провоспалительных цито-
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кинов моноцитами и дисрегуляция лимфоцитов 

характеризуется лимфопенией CD4, В-клеточной 

лимфопенией и уменьшением абсолютного количе-

ства клеток-киллеров (NK). Роль IL-6 как фактора 

снижения HLA-DR на моноцитах CD14 подтвержда-

ется увеличением числа циркулирующих клеток 

HLA-DR+ во время выздоровления от COVID-19 

[19]. Интересно, что блокада IL-6 с тоцилизумабом 

частично восстанавливает экспрессию HLA-DR на 

моноцитах CD14 и увеличивает количество цирку-

лирующих лимфоцитов [20]. Уникальный паттерн 

нарушения регуляции иммунитета у пациентов 

с SARS-CoV-2 характеризуется, с одной стороны, 

повышением циркулирующих уровней провоспали-

тельных цитокинов (особенно IL-6), с другой сторо-

ны — дефектом лимфоидной функции, связанным 

с IL-6-опосредованным снижением экспрессии 

HLA-DR [7]. Эти результаты подтверждают обосно-

ванность начатых клинических испытаний эффек-

тивности Анакинры, Сарилумаба, Сильтуксимаба 

и Тоцилизумаба (Clinicaltrials.gov NCT04330638, 

NCT04317092, NCT04315298 и EudraCT № 2020-

001039-29) для индукции противовоспалительных 

ответов у этих пациентов.

Аллели HLA предопределяют индивидуальную 

подверженность и тяжесть вирусного заболевания. 

Например, заболевание, вызванное SARS-CoV, де-

монстрирует повышенную степень тяжести у лю-

дей с генотипом HLA-B*46:01. Ассоциации между 

генотипом HLA и тяжестью заболевания распро-

страняются и на некоторые неродственные виру-

сы. Например, при СПИДе определенные типы HLA 

(например, HLA-A*02:05) могут снизить вероятность 

сероконверсии, а при денге некоторые аллели HLA 

(например, HLA-A*02:07, HLA-B*51) ассоциированы 

с повышенной степенью тяжести повторного за-

болевания. Генетическая изменчивость основных 

генов HLA-системы может влиять на степень тя-

жести COVID-19. В частности, понимание того, как 

вариабельность HLA-системы влияет на течение 

COVID-19, может помочь выявить лиц с высоким 

риском тяжелого течения заболевания. Сочетание 

HLA-типирования с тестированием SARS-CoV-2 

улучшит оценку опасности в популяции. После раз-

работки вакцины против вируса, который вызывает 

COVID-19, люди с аллелями HLA высокого риска 

станут приоритетными для вакцинации. 

Комплексный анализ с помощью компьютерно-

го моделирования (in  silico) аффинности связыва-

ния пептид–HLA класса I для 145 генотипов HLA-A, 

-B и -C и полного протеома вируса SARS-CoV-2, 

а также перекрестного защитного иммунитета, 

возникающего в результате предварительного воз-

действия четырех распространенных коронавиру-

сов человека, обнаружил, что антиген HLA-B*46:01 

связывает наименьшее число предсказанных пеп-

тидов SARS-CoV-2. Это позволяет предположить, 

что индивиды с этим аллелем могут быть особен-

но уязвимы к COVID-19, как это ранее было пока-

зано относительно SARS-CoV, что соответствует 

клиническим данным, связывающим этот аллель 

с тяжелым заболеванием. И, наоборот, аллель 

HLA-B*15:03 продемонстрировал наибольшую 

способность представлять высококонсерватив-

ные пептиды SARS-CoV-2, которые являются об-

щими для коронавирусов человека [8]. По мнению 

авторов, это означает, что он может обеспечить 

перекрестный Т-клеточный иммунитет, и, следо-

вательно, отдельные генотипы HLA могут диффе-

ренциально индуцировать Т-клеточный противови-

русный ответ, влияя на течение заболевания и его 

трансмиссию. 

Среди 48 395 уникальных 8–12-мерных пептидов 

из протеома SARS-CoV-2 из дальнейшего рассмот-

рения исключили 16 138, относительно которых не 

было предсказано, что они пройдут путь процес-

синга через протеасомальное расщепление. Для 

оставшихся 32 257 пептидов показано SARS-CoV-

2-специфичное распределение презентации моле-

кулами HLA класса  I, главными представителями 

которых являются аллели HLA-A*02:02, HLA-B*15:03 

и HLA-C*12:03 (прогнозируемый порог аффинности 

связывания <500  нМ). Важно отметить, что пред-

полагаемая способность пептидов SARS-CoV-2 

к антигенной презентации не связана с частотой 

аллелей HLA в популяции. Представляя глобаль-

ные карты частоты 145 изученных аллелей HLA, 

авторы особо выделяют глобальные распределе-

ния трех лучших (A*02:02, B*15:03, C*12:03) и трех 

худших (A*25:01, B*46:01, C*01:02) презентирующих 

HLA-аллелей по способности генерировать репер-

туар эпитопов SARS-CoV-2 для поддержки Т-кле-

точного иммунного ответа. Эти различия остаются 

значимыми на уровне гаплотипов, с большой ва-

риабельностью презентации среди различных га-

плотипов. Хотя исследован только ограниченный 

набор из 145 хорошо изученных аллелей HLA, этот 

анализ может быть выполнен для более широко-

го разнообразия генотипов. Генотипическая гете-

рогенность и эволюция SARS-CoV-2 in  vivo могут 

модифицировать репертуар презентированных ви-

русных эпитопов или модулировать вирулентность 
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иным, HLA-независимым образом. Тем не менее 

авторы рекомендуют включить HLA-типирование 

в клинические испытания и объединить с тестиро-

ванием COVID-19 для применения потенциального 

предиктора (предикторов) тяжести заболевания 

среди населения и, возможно, для адаптации бу-

дущих стратегий вакцинации к генотипическим 

группам риска. Этот подход можно применить для 

контроля широкого спектра других вирусных ин-

фекций [8].

А. Joshi и соавт. [10] также предприняли попыт-

ку разработать вакцину против SARS-COV-2 на 

основе эпитопа путем анализа протеома вируса 

с использованием средств иммуноинформатики. 

Выбраны антигенные нетоксичные неаллергенные 

пептиды из неаллергенных белков на основе их 

взаимодействия с наборами HLA-аллелей (табл. 1). 

Среди идентифицированных ими Т-клеточных эпи-

топов в результате изучения белковых последова-

тельностей SARS-COV-2 кандидатом на вакцину 

против этого вируса является эпитоп ITLCFTLKR 

с лучшими показателями связывания в предполага-

емых комплексах эпитоп–HLA и приемлемыми по-

казателями стабильности (предполагаемый период 

полураспада этого пептида — 20 ч в ретикулоцитах 

млекопитающих), токсичности и охвата населения, 

который должен теперь пройти лабораторную ве-

рификацию [10]. 

Для получения иммуногенных эпитопов чаще 

всего анализируют гликопротеин шипа (белок  S), 

который с высокой аффинностью связывается 

с рецептором ACE2 человека для проникновения 

в клетки. На этом основании гликопротеин шипа 

считается подходящей мишенью вакцины против 

коронавирусов. Работа М. Bhattacharya и соавт. [21] 

заключалась в поиске подходящих B- и T-клеточных 

эпитопов, которые могут генерировать иммунный 

ответ против инфекции SARS-COV-2 для усиления 

иммунных реакций ЦТЛ и Т-хелперов. На основании 

экспериментов in  silico, используя методы имму-

ноинформатики и компьютерного моделирования, 

получены в общей сложности 34 последователь-

ных линейных B-клеточных эпитопа различной 

длины (1–62 аминокислоты) в пределах гликопроте-

ина шипа SARS-COV-2, из них идентифицированы 

13 эпитопов HLA-I и 3 эпитопа HLA-II с антигенны-

ми свойствами гликопротеина шипа SARS-COV-2, 

связывающихся с аллелями HLA-I, и 3 эпитопа, 

связывающихся с аллелями HLA-II, которые рас-

познаются Т-клеточным рецептором TLR5 (Toll-like 

receptor 5) [21]. 

Антигенные эпитопы преобразованы в единый 

компонент вакцины, используя линкерный пептид 

EAAAK, который был легко сшит с белком оболоч-

ки вируса и увеличил стабильность, а также облег-

чил укладку компонента вакцины. Молекулярная 

стыковка смоделированного и валидированного 

компонента вакцины с TLR5 показала спонтан-

ную реактивность в комплексе рецептор–лиганд. 

Спонтанная реактивность между компонентом 

вакцины и рецептором TLR5 активирует иммунные 

каскады для разрушения вирусных антигенов. Та-

ким образом, по мнению авторов, выбранные ан-

тигенные эпитопы в составе гликопротеина шипа 

SARS-COV-2 являются идеальным кандидатом для 

создания иммуногенной мультиэпитопной пептид-

ной вакцины против SARS-COV-2 [21].

Аналогичный иммуноинформатический под-

ход для выявления значимых эпитопов в S-белке 

шипа вируса SARS-CoV-2 применили V.  Baruah 

Таблица 1 / Table 1

Вероятные взаимодействия антигенных эпитопов SARS-COV-2 и аллелей HLA

для прогнозирования антигенности [10] /

Probable SARS-COV-2 antigenic epitopes and HLA allele interaction for antigenicity prediction [10]

Аллель Пептид (белок) Аффинность

HLA класса I

HLA-A*68:01

HLA-A*31:01

HLA-A*11:01

HLA-A*11:01

HLA-A*68:01

HLA-A*23:01

FTIGTVTLK (ORF3a)

RLWLCWKCR (ORF3a)

GTITVEELK (М)

ITLCFTLKR (ORF7a)

ITLCFTLKR (ORF7a)

VFITLCFTL (ORF7a)

4.9

16.59

20.98

22.97

27.24

60.42

HLA класса II

HLA-DRB1*04:01 

HLA-DRB1*01:01

HLA-DRB1*07:01

WLLWPVTA (М)

VYQLRARSV (ORF7a)

VYQLRARSV (ORF7a )

2375.78

267.05

1235.08
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и S.  Bose [22], которые изучали взаимодействие 

между идентифицированными ЦТЛ-распознавае-

мыми вирусными эпитопами и соответствующими 

представителями супертипа HLA класса I, распро-

страненными в Китае, с помощью моделирования 

молекулярной динамики. Они идентифицировали 

в S-гликопротеине шипа пять ЦТЛ-специфичных 

эпитопов. Все эти эпитопы классифицированы как 

высокоаффинные к соответствующим представи-

телям супертипа HLA класса I (табл. 2). В процессе 

моделирования молекулярной динамики обнару-

жено, что ЦТЛ-специфичные эпитопы связывают-

ся с пептидсвязывающей канавкой молекул HLA-I, 

которая обычно используется для презентации 

антигена, через множественные контакты, что ука-

зывает на их потенциал в генерации иммунных от-

ветов. Некоторые из этих эпитопов являются канди-

датами на разработку вакцин против SARS-CoV-2. 

В дополнение к активации ЦТЛ, успешные иммуно-

гены должны генерировать стойкий гуморальный 

иммунитет, и в этом исследовании идентифициро-

ваны три непрерывных B-клеточных эпитопа, а по-

сле моделирования 98% остатков гликопротеина 

шипа — еще пять прерывистых B-клеточных эпи-

топов [22].

За исключением ЦТЛ-эпитопа VVNQNAQAL, ко-

торый на 100% идентичен SARS-CoV, все иденти-

фицированные эпитопы ЦТЛ и B-клеток по мень-

шей мере частично уникальны для SARS-CoV-2. 

Эпитоп ЦТЛ EPVLKGVKL не совпадает ни с одной 

из соответствующих последовательностей других 

коронавирусов.

ЦТЛ могут активироваться после того, как об-

наружат инфицированные клетки, презентирую-

щие вирусные антигены в составе поверхностных 

комплексов антиген–HLA-I. Успешная презентация 

зависит от эффективного связывания антигенов 

молекулами HLA-I через водородные и ионные свя-

зи, которые обеспечивают высокое сродство и бо-

лее широкую специфичность. Репликация корона-

вируса подвержена ошибкам: например, SARS-CoV 

мутирует с частотой 4×10–4 замен на сайт в год. Это 

требует срочной разработки противовирусной вак-

цины до того, как идентифицированные эпитопы 

устареют. Кроме того, мутации в аминокислотах, 

образующих ионные связи, ослабляют распозна-

вание T-клеточными рецепторами (T cell receptor, 

TCR) комплексов HLA класса I–антиген [22]. 

D. Santoni и D. Vergni [23] применили биоинфор-

мационную методологию, основанную на выборе 

вирусных пептидов, которые находятся на рассто-

янии более трех мутационных этапов от человека. 

Другими словами, выбраны те вирусные пептиды, 

которые отсутствуют у человека (нулломеры). Эти 

пептиды имеют более высокую вероятность свя-

зывания HLA, чем ожидалось, поэтому иденти-

фикация наиболее далеких от человека пептидов 

может быть интересной с точки зрения дизайна 

вакцины по причинам перекрестной реактивности 

и большего разнообразия потенциальных антител, 

способных их распознавать, а также во избежание 

риска развития аутоиммунитета. 

Общее число уникальных 9-мерных пепти-

дов в протеоме человека  — 11  224  527, в то вре-

мя как у SARS-CoV-2  — 9591. При этом 25 из 27 

найденных нулломеров являются общими для всех 

известных на момент публикации статьи штам-

мов SARS-CoV-2, в то время как два оставшихся 

(IMRLWLCWK и MRLWLCWKC) отсутствуют только 

в одном штамме MT039890. Это неудивительно, 

потому что доступные в настоящее время штаммы 

демонстрируют более 99,98% идентичности по-

следовательностей. Эти пептиды (названные нул-

ломерами третьего порядка, то есть относящиеся 

к классу W4 — самому отдаленному от человека) 

прошли три дополнительных этапа селекции, что-

бы были выбраны те из них, которые имеют наи-

большую вероятность экспозиции на клеточной 

поверхности: 

1) вероятность быть продуктом протеасомального 

расщепления; 

2) вероятность трансфера на клеточную поверх-

ность транспортным комплексом TAP (trans-

porter associated with antigen presentation); 

3) вероятность сильного связывания по меньшей 

мере с одним аллелем HLA из 89 рассмотрен-

ных в этом исследовании. 

Идентифицирован минимальный набор из 9 

пептидов, заслуживающих дальнейшего экспери-

Таблица 2 / Table 2

Эпитопы цитотоксических Т-лимфоцитов, 

идентифицированные в S-гликопротеине вируса 

SARS-CoV-2, и соответствующие

им аллели HLA [22] /

Probable interactions of antigenic epitopes of the 

SARS-COV-2 spike protein and HLA alleles [22]

Эпитоп HLA

YLQPRTFLL 

GVYFASTEK 

EPVLKGVKL 

VVNQNAQAL 

WTAGAAAYY 

HLA-A*02:01

HLA-A*03:01

HLA-B*07:02

HLA-B*07:02

HLA-B*15:01
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ментального исследования. В частности, согласно 

предсказанию in silico, пептид YVMHANYIF из ORF1 

(nsp16) прочно связывается с 27 различными HLA-

антигенами и слабо — еще с 17, что свидетельству-

ет о высокой вероятности расщепления протеасо-

мальным комплексом и очень высокой вероятности 

TAP-зависимой транспортировки. Предполагается, 

что пептиды FLCWHTNCY и YIKWPWYIW прочно 

связывают 11 и 10 различных HLA соответственно 

с высокой вероятностью протеасомального рас-

щепления и TAP-трансфера. Пептид YYHKNNKSW 

из S-белка шипа также демонстрирует сильную 

связь с 8 HLA-аллелями и значительные пока-

затели протеасомального расщепления и TAP-

трансфера. Компьютерный прогноз с помощью 

программного обеспечения NetSurf [24] показыва-

ет, что пептид YYHKNNKSW находится в доступ-

ной для растворителя области белка шипа и может 

быть дополнительно исследован как потенциаль-

ный B-клеточный эпитоп [23].

Согласно прогнозу, четыре пептида из 8 вы-

бранных (FLCWHTNCY, WHHSIGFDY, YIKWPWYIW 

и YVMHANYIF) прочно связывают антигены супер-

типов HLA-B15 и HLA-B40, каждый из которых 

встречается примерно у 15% индивидов. Пепти-

ды YVMHANYIF, YYHKNNKSW и KLMGHFAWW, по 

прогнозу, прочно связывают антигены супертипа 

А24, встречающегося у 17% людей. Сравнитель-

ный анализ в поисках этих пептидов у близко-

родственных видов SARS, MERS и BatСorona пока-

зал, что все 8 пептидов встречаются только у двух 

близкородственных Bat-SARS-подобных вирусов. 

Ни один из них не встречается у MERS или SARS 

человека. Эти выбранные in silico пептиды SARS-

CoV-2 представляют собой потенциальные ми-

шени для иммунной системы, которые надлежит 

экспериментально проверить для подтверждения 

их иммуногенности. Эти пептиды выбраны как са-

мые отдаленные от человека с точки зрения мута-

ций в расчете на то, что чем больше расстояние 

от человека, тем выше вероятность связывания 

с антигенами системы HLA. Авторы исследования 

убеждены, что использование нулломеров высо-

кого порядка вместо простых нулломеров — шаг 

вперед в этом контексте [23]. 

Образование антител против иммуногенных 

белков SARS-CoV распространено у пациентов, ин-

фицированных этим вирусом. Не все эти антитела 

эффективны (то есть не все являются нейтрализу-

ющими), кроме того, они имеют короткую продол-

жительность жизни после выздоровления паци-

ентов. Ответы CD4+ и CD8+ обеспечивают более 

длительную защиту. Высокий уровень Т-клеточно-

го ответа на белок N вируса SARS-CoV обнаружи-

вается через 2 года после выздоровления, то есть 

клеточный иммунитет имеет решающее значение 

при этих инфекциях. Предполагается, что подоб-

ный феномен вызывает и инфекция SARS-CoV-2. 

Концепция мультиэпитопной вакцины заключается 

в идентификации и сборке В- и Т-клеточных эпито-

пов в единый иммуноген, который может индуциро-

вать более эффективный ответ обоих звеньев им-

мунитета  — гуморального и клеточного. Пептиды 

и эпитопы оказались желательными кандидатами 

для разработки вакцин из-за их относительно лег-

кого производства, химической стабильности и от-

сутствия инфекционного потенциала. Многоэпи-

топные вакцины состоят из эпитопов для B-клеток, 

ЦТЛ CD8+ и T-хелперов CD4+. 

М. Enayatkhani и соавт. [25] сконструировали, 

основываясь на анализе in silico, мультиэпитопную 

кандидатную NOM-вакцину (Nucleocapsid, ORF3a, 

Membrane protein). Основная стратегия исследо-

вания заключалась в конструировании рекомби-

нантного мультиэпитопного белка из протеома 

SARS-CoV-2. Три антигенных белка (нуклеокапсид-

ный фосфопротеин, ORF3a и мембранный белок) 

вируса SARS-CoV-2 выбраны для прогнозирова-

ния иммуногенных эпитопов В- и Т-клеток, а затем 

валидированы с использованием инструментов 

биоинформатики. Чтобы генерировать более раз-

нообразный и стойкий гуморальный и клеточный 

иммунный ответ, отобраны пять обогащенных эпи-

топами доменов, включая высокоэффективные об-

щие для Т- и В-клеток эпитопы, соединенные с по-

мощью линкера. Анализ на сервере Bepipred для 

предсказания линейного эпитопа выявил несколь-

ко непрерывных антигенных эпитопов белков  N, 

ORF3a и М (табл. 3) [25]. 

Прогнозирование антигенности кандидата на 

роль вакцины представляет собой определение 

численного показателя способности вакцины свя-

зываться с В- и Т-клеточными рецепторами и уси-

ливать иммунный ответ. Анализ сконструированно-

го белка NOM показал сильную антигенность без 

адъюванта. Разработанная кандидатная вакцина 

не должна, согласно предсказанию in  silico, вы-

зывать аллергическую реакцию организма. По-

сле прогнозирования наиболее перспективная 

трехмерная модель использована для исследова-

ний молекулярного докинга с рецепторами TLR4 

и HLA-A*11:01. 
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Таблица 3 / Table Header

Предсказанные антигенные высокоаффинные эпитопы, общие для B- и T-клеток [25] /

Predicted antigenic high affinity SARS-CoV-2 epitopes common to B and T cells [25]

Белок Пептид Аллели и супертипы HLA-I Пептид Аллели и супертипы HLA-II

Нуклеокапсид

GMSRIGMEV

KHWPQIAQF

FPRGQGVPI

HLA-A*02:01

HLA-A*02:04

HLA-B*07:02

YKHWPQIAQ

NKHIDAYKT

YYRRATRRI

AQFAPSASA

WFTALTQHG

HLA-DRB1*01:01

DPNFKDQVI

LPNNTASWF

FPRGQGVPI

HLA-B*51

WFTALTQHG

YYRRATRRI

HWPQIAQFA

TASWFTALT

HLA-DRB1*04:01

FPRGQGVPI

LPNNTASWF

HLA-B*54:01

HLA-B*53:01

FKDQVILLN

HWPQIAQFA
HLA-DRB1*07:01

RPQGLPNNT

DQVILLNKH
HLA-DRB1*08:01

YRRATRRIR

YYRRATRRI

GARSKQRRP

YKHWPQIAQ

WPQIAQFAP

HLA-DRB1*11:01

ASWFTALTQ

YKTFPPTEP
HLA-DRB1*15:01

ORF3a

ASLPFGWLIV 

LIVGVALLAV 

TLKKRWQLAL

FVCNLLLLFV

HLA-A*02:01

YYQLYSTQL

YQLYSTQLS

LKKRWQLAL

HLA-DRB1*01:01

ASLPFGWLI 

ALSKGVHFV 

STDTGVEHV

HLA-A*02:04
YYQLYSTQL

WLIVGVALL
HLA-DRB1*04:01

WLIVGVALL

ALSKGVHFV

NLLLLFVTV

HLA-A*02:06

WLIVGVALL

YYQLYSTQL

IITLKKRWQ

LLFVTVYSH

HLA-DRB1*04:02

IPIQASLPF HLA-B*07:02

ASKIITLKK

FVTVYSHLL

AVFQSASKI

HLA-DRB*10:701

LPFGWLIVG

IPIQASLPF
HLA-B*51

IITLKKRWQ

RWQLALSKG
HLA-DRB1*11:01

VHFVCNLLL

LLLFVTVYS
HLA-DRB1*15:01

Мембранный

белок

LLEQWNLVI

KLLEQWNLV

FVLAAVYRI

HLA-A*02:01

ICLLQFAYA

FVLAAVYRI

ITGGIAIAM

IAIAMACLV

HLA-DRB1*01:01

LLWPVTLAC

FIASFRLFA
HLA-A*02:04

FLTWICLLQ

WLLWPVTLA

FVLAAVYRI

YRINWITGG

HLA-DRB1*04:01

NLVIGFLFL

FVLAAVYRI

GLMWLSYFI

FIASFRLFA

HLA-A*02:06

FLTWICLLQ

IKLIFLWLL

FAYANRNRF

HLA-DRB1*04:02

WPVTLACFV HLA-B*07:02
FVLAAVYRI

IIKLIFLWL
HLA-DRB1*07:01
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На следующем этапе моделирование моле-

кулярной динамики показало стабильность со-

единения рекомбинантного белка с рецепто-

рами TLR4 и HLA-A*11:01 (модели NOM–TLR4 

и NOM–HLA-A*11:01). Оценка in  silico показала, что 

сконструированный химерный белок может од-

новременно вызывать гуморальный и клеточный 

иммунный ответ. Индекс нестабильности NOM 

(35,75, то есть <40) указывает на то, что сконстру-

ированный белок обладает высокой стабильностью 

для инициирования иммунной реакции. Трехмерная 

структура рекомбинантного белка NOM смодели-

рована и валидирована как удовлетворительная. 

Взаимодействие между рекомбинантным белком 

NOM и рецепторами TLR4 и HLA-A*11:01 индуци-

рует различные иммунные ответы. Чтобы достичь 

стабильного и релаксированного состояния белка 

NOM в комплексе с иммунными рецепторами, для 

каждой структуры выполнено моделирование моле-

кулярной динамики, которое гарантирует, что струк-

туры достаточно стабильны, чтобы их можно было 

использовать для белок-белкового молекулярного 

докинга. Все три структуры оказались достаточно 

стабильными для следующего шага проекта. 

Чтобы найти лучшую ориентацию для оптималь-

ного взаимодействия белка NOM с иммунными ре-

цепторами, использовали белок-белковый молеку-

лярный докинг с помощью веб-сервера PatchDock, 

который специализируется на распознавании и со-

поставлении поверхностей белков, чтобы располо-

жить их в наилучших возможных положениях. Ран-

жирование состыкованных комплексов основано 

на энергии ближнего, дальнего, притягивающего 

и отталкивающего взаимодействия между двумя 

белками. С помощью этого критерия исследова-

тели выбрали два лучших решения  — комплексы 

NOM-TLR4 и NOM-HLA-A*11:01. Результаты пока-

зали сильное взаимодействие между аминокис-

лотами рекомбинантного белка и рецепторами. 

Аминокислоты HLA-A*11:01 (GLU53, ASN174, GLY56, 

ASN174, GLU53, PRO57) участвовали во взаимо-

действии с аминокислотами ARG49, SER97, GLN91, 

MET102, ARG49 и GLN91 вакцины-кандидата. Кро-

ме того, восемь  аминокислот TLR4 (LYS123, ILE319, 

THR66, SER90, LYS124, LYS46, HIS85, LYS123) участ-

вовали во взаимодействии с аминокислотами 

SER45, GLU199, GLN91, ALA84, MET328, GLN65, 

SER90, GLU68 вакцины-кандидата. Молекуляр-

но-динамическое моделирование лучших решений 

показывает, что структура белка NOM оптимизиро-

вана для взаимодействия с иммунными рецептора-

ми. Анализ флуктуации каждого аминокислотного 

остатка во время моделирования указывает, что 

рекомбинантный белок NOM намного более стаби-

лен, когда он находится в комплексе с этими двумя 

иммунными рецепторами, особенно с HLA-A*11:01.

Таким образом, методами иммуноинформатики 

предсказан и валидирован рекомбинантный белок 

NOM в качестве мультиэпитопного кандидата на 

вакцину против COVID-19. Его оценка основана на 

структурном анализе, а также на моделировании 

молекулярного докинга и молекулярной динами-

ки. Комплексы NOM–TLR4 и NOM–HLA-A*11:01 вы-

сокостабильны, проявляют сильные специфичные 

молекулярные взаимодействия и могут стимулиро-

вать как клеточный, так и гуморальный иммунитет, 

учитывая, что в окончательной конструкции выбра-

ны В- и Т-клеточные эпитопы [25].

С.Н. Lee и H. Koohy [26] утверждают, что ими 

идентифицирован in  silico полный список иммуно-

генных пептидов коронавируса SARS-CoV-2, ко-

торые могут быть использованы в качестве мише-

ней в разработке вакцины. Среди них 48 пептидов 

SARS-CoV-2, имеющих высокую степень сходства 

с иммуногенными пептидами, депонированными 

в базе данных иммунных эпитопов Immune Epitope 

Database (IEDB), и 28 пептидов SARS-CoV-2, идентич-

ных пептидам коронавируса SARS-CoV, охаракте-

ризованных ранее как иммуногенные для Т-клеток. 

Поиск de novo с помощью алгоритма моделирова-

ния иммуногенности iPred пептидов SARS-CoV-2, 

распознаваемых T-клеточными рецепторами (TCR), 

идентифицировал 63 пептида с высоким потен-

циалом иммуногенности. В поиске иммуногенных 

Белок Пептид Аллели и супертипы HLA-I Пептид Аллели и супертипы HLA-II

Мембранный

белок

WPVTLACFV HLA-B*51

RFLYIIKLI

WLLWPVTLA

WPVTLACFV

HLA-DRB1*08:01

WPVTLACFV HLA-B*54:01

WICLLQFAY

YANRNRFLY

LMWLSYFIA

HLA-DRB1*11:01

Таблица 3 Окончание / End of Table 3
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пептидов SARS-CoV-2 исследователи сосредото-

чились на гаплотипах, распространенных в популя-

циях Европы и Китая и включающих в себя аллели 

HLA-A*02:01, HLA-A*01:01, HLA-B*07:02, HLA-B*40:01 

и HLA-C*07:02. Идентичные иммуногенным пептидам 

коронавируса SARS-CoV 28 пептидов SARS-CoV-2 

связывают различные аллели HLA как из класса  I 

(с наиболее высокой аффинностью к HLA-A*:02:01), 

так и из класса II и могут быть мишенью для T-клеток 

CD8+ и CD4+ соответственно. В табл. 4 представлен 

список наиболее перспективных кандидатов, кото-

рый может ускорить процесс разработки вакцины 

против SARS-CoV-2 [26].

На основании HLА-презентации и прогноза им-

муногенности отобраны 5 пептидов (VQMAPISAM, 

AMYTPHTVL, TLDSKTQSL, KVDGVVQQL, KVDGVD-

VEL), которые, по прогнозу, будут связывать 4 раз-

личных аллеля HLA (табл. 5). 

Таблица 4 / Table 4

Наиболее иммуногенные пептиды SARS-CoV-2, идентичные иммуногенным пептидам из базы данных 

Immune Epitope Database (IEDB) [26] /

Most immunogenic peptides SARS-CoV-2, identical to immunogenic peptides from the Immune Epitope 

Database (IEDB) [26]

Белок Пептид Аллель HLA

Мембранный гликопротеин TLACFVLAA HLA-A*02:01

Нуклеопротеин AFFGMSRIGMEVTPSGTW НИ

Нуклеопротеин ALNTPKDHI HLA-A*02:01

Нуклеопротеин AQFAPSASAFFGMSR HLA class II

Нуклеокапсидный фосфопротеин AQFAPSASAFFGMSRIGM НИ

Нуклеопротеин GMSRIGMEV HLA-A*02:01

Нуклеопротеин ILLNKHIDA HLA-A*02:01

Нуклеопротеин IRQGTDYKHWPQIAQFA НИ

Нуклеопротеин KHWPQIAQFAPSASAFF НИ

Нуклеопротеин LALLLLDRL HLA-A*02:01

Нуклеопротеин LLLDRLNQL HLA-A*02:01

Нуклеопротеин LLNKHIDAYKTFPPTEPK НИ

Нуклеопротеин LQLPQGTTL HLA-A*02:01

Нуклеокапсидный фосфопротеин RRPQGLPNNTASWFT HLA класс I

Нуклеопротеин YKTFPPTEPKKDKKKK НИ

Нуклеопротеин ILLNKHID HLA-A*02:01

Нуклеокапсидный фосфопротеин MEVTPSGTWL HLA-B*40:01

S-протеин ALNTLVKQL HLA-A*02:01

Предшественник гликопротеина шипа FIAGLIAIV HLA-A2

Предшественник гликопротеина шипа LITGRLQS HLA-A2

S-протеин NLNESLIDL HLA-A*02:01

S-протеин QALNTLVKQLSSNFGAI HLA-DRB1*04:01

Предшественник гликопротеина шипа RLNEVAKNL HLA-A*02:01

S-протеин VLNDILSRL HLA-A*02:01

Предшественник гликопротеина шипа VVFLHVTYV HLA-A*02:01

S-протеин GAALQIPFAMQMAYRF HLA-DRA*01:01/DRB1*07:01

S-протеин MAYRFNGIGVTQNVLY HLA-DRB1*04:01

S-протеин QLIRAAEIRASANLAATK HLA-DRB1*04:01

Примечание. НИ — не идентифицирован.

Note. НИ — not identified.
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В совокупности этот анализ предлагает ряд 

9-мерных иммуногенных кандидатов для дальней-

шей экспериментальной валидации.

Для разработки субъединичных вакцин про-

тив вируса SARS-CoV-2 на основе эпитопов про-

ведено исследование с использованием методов 

обратной вакцинологии и иммуноинформатики. 

В результате компьютерных экспериментов раз-

работаны три конструкции потенциальной вак-

цины и на основе исследования молекулярного 

докинга выбрана одна из них, которая должна 

эффективно действовать против SARS-CoV-2. 

После этого проведены молекулярно-динамиче-

ское моделирование и эксперименты in  silico по 

проверке биологической стабильности и поиску 

эффективной стратегии массового производства 

выбранной вакцины. В обратной вакцинологии 

инструменты биоинформатики используются для 

анализа генома патогена, идентификации и ана-

лиза новых антигенов. Данный подход позволяет 

выбрать антигенные сегменты вируса, которым 

следует уделять внимание при разработке вакцин. 

Этот метод является быстрым, эффективным, 

простым и экономичным способом разработки 

вакцины. На рис. 1 приведена схема обратной вак-

цинологии [27]. 

Таблица 5 / Table 5

Девятимерные пептиды 2019-nCoV, связывающие 4 различных аллеля HLA [26] /

SARS-CoV-2 9-mer peptides that bind 4 different HLA alleles [26]

Эпитоп A*01:01 A*02:01 B*07:02 B*40:01 C*07:02

VQMAPISAM

AMYTPHTVL

TLDSKTQSL

KVDGVVQQL

KVDGVDVEL

0

0

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

0

0

0

1

1

1

1

1

Примечание. 1 — связывание с аллеля HLA; 0 — отсутствие связывания.

Note. 1 — binding to the HLA allele; 0 — no binding.

Рис. 1. Поэтапная стратегия обратной вакцинологии при разработке вакцин [27].

Fig. 1. Step-by-step strategies of reverse vaccinology approach of vaccine development [27].

Идентификация и отбор вирусных мишеней

Извлечение последовательностей вирусных белков (из базы данных)

Конструирование вакцины

Предсказание Т-клеточных эпитопов Предсказание В-клеточных эпитопов

Предсказание антигенности и аллергенностиПредсказание антигенности, аллергенности, 
топологии и токсичности

Кластерный анализ аллелей HLA и генерация 
3D-структуры эпитопов

Анализ антигенности, 
аллергенности и физико-

химических свойств

Соединение субъединиц 
вакцины дисульфидными 

мостиками

Предсказание и валидация 
вторичной и третичной 

структуры

Клонирование in silico 
лучшей конструкции 

вакцины

Молекулярный докинг 
между вакциной и 
молекулами HLA

Моделирование молекулярной 
динамики лучшей конструкции

Стыковка между эпитопами и молекулами HLA

Анализ антигенности и физико-химических 
свойств вирусных белков (из базы данных)
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В. Sarkar и соавт. [27] провели эксперимент по 

созданию рекомбинантной субъединичной вакци-

ны против четырех белков SARS-CoV-2 (нуклео-

капсидного фосфопротеина, который отвечает за 

упаковку генома и сборку вируса; поверхностного 

гликопротеина, который отвечает за слияние мем-

бран во время проникновения вируса; белка ORF3a, 

ответственного за репликацию вируса, вирулент-

ность, распространение вируса и развитие инфек-

ции; мембранного гликопротеина, ответственного 

за взаимодействие вирионов с клеточными ре-

цепторами) с использованием подходов обратной 

вакцинологии. Сервер IEDB генерирует эпитопы 

путем анализа экспериментальных данных об ан-

тителах и Т-клеточных эпитопах из исследований, 

проведенных в контексте аллергии, инфекционных 

заболеваний, аутоиммунитета и трансплантации. 

Исходя из оценок антигенности и аффинности свя-

зывания, из 20 лучших эпитопов для создания вак-

цины выбраны высокоантигенные, неаллергенные 

и нетоксичные Т-клеточные и В-клеточные эпитопы 

(табл. 6).

Для прогнозирования и кластерного анали-

за возможных аллелей HLA класса I и  II, которые 

могут взаимодействовать с выбранными эпитопа-

ми, использован online-инструмент HLAcluster  2.0 

(http://www.cbs.dtu.dk/services/HLAcluster/). После 

прогнозирования трехмерной структуры выбран-

ных эпитопов моделировали докинг пептид–белок, 

чтобы выяснить способность эпитопов связываться 

с молекулами HLA класса I и II. Аллель HLA-A*11:01 

использовали в качестве рецептора для стыковки 

с эпитопами HLA класса I, а HLA-DRB1*04:01 — для 

стыковки с эпитопами HLA класса  II. Лучшие ре-

зультаты получены для пептидов из нуклеокапсид-

ного фосфопротеина — QLESKMSGK с эпитопами 

HLA класса  I и LIRQGTDYKHWP с эпитопами HLA 

класса  II. Пептид GVLTESNKK из поверхностно-

го гликопротеина был лучшим для эпитопов HLA 

класса I, а пептид TSNFRVQPTESI поверхностного 

гликопротеина — для эпитопов HLA класса II.

После успешной стыковки пептид–белок были 

сконструированы три вакцины против SARS-

CoV-2 с использованием выбранных эпитопов. Для 

конструирования вакцин использовали три различ-

ных адъюванта (β-дефенсин, рибосомальный бе-

лок L7/L12 и белок HABA) и линкеры EAAAK, GGGS, 

GPGPG и  KK. При конструировании вакцины ис-

пользовалась последовательность PADRE, облада-

ющая способностью увеличивать эффективность 

вакцин с минимальной токсичностью и усиливать 

ответ ЦТЛ. Созданные вакцины обозначены как 

CV- 1, CV-2 и CV-3. 

Лучшей считается конструкция вакцины 

с лучшим результатом по критерию молекуляр-

ного докинга. По этому критерию лучшей вакци-

ной оказалась CV- 1. Однако CV-2 продемонстри-

ровала наибольшую аффинность связывания 

с HLA-DRB3*02:02 и HLA-DRB1*03:01. У вакци-

ны CV-3 лучшие показатели энергии связывания 

с большинством HLA-аллелей (HLA-DRB5*01:01, 

HLA-DRB5*01:01, HLA-DRB1*01:01 и HLA-

DRB3*01:01). Так как CV-1 показала наилучшие 

результаты стыковки белок–белок, она призна-

Таблица 6 / Table 6

Эпитопы SARS-CoV-2, соответствующие критериям отбора (высокая антигенность, неаллергенность 

и нетоксичность) и выбранные для создания вакцины [27] /

The epitopes SARS-CoV-2 that followed the selection criteria (high antigenicity, non-allergenicity and non-

toxicity) and selected for vaccine construction [27]

Белок
Эпитопы HLA 

класса I

Эпитопы HLA 

класса II
В-клеточные эпитопы

Нуклеокапсидный 

фосфопротеин

AGLPYGANK

AADLDDFSK

QLESKMSGK

QELIRQGTDYKH

LIRQGTDYKHWP

RLNQLESKMSGK

LNQLESKMSGKG

LDRLNQLESKMS

MSDNGPQNQRNAPRITFGGPSDSTGSNQNGERSGARSK

QRRPQGLPNNTAS

RIRGGDGKMKDL

TGPEAGLPYGANK

GTTLPKGFYAEGSRGGSQASSRSSSRSRNSSRNSTPGSS

RGTSPARMAGNGGD

SKMSGKGQQQQGQTVTKKSAAEASKKPRQKRTATKAYN

KTFPPTEPKKDKKKKADETQALPQRQKKQQ

Поверхностный 

гликопротеин

SVLNDILSR

GVLTESNKK

RLFRKSNLK

QIAPGQTGK

TSNFRVQPTESI

SNFRVQPTESIV

LLIVNNATNVVI

LTPGDSSSGWTAG

VRQIAPGQTGKIAD

YQAGSTPCNGV

QTQTNSPRRARSV

ILPDPSKPSKRS
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на лучшей конструкцией из трех. Моделирование 

молекулярной динамики и адаптационные иссле-

дования in  vitro проводились только на этой вак-

цине. Динамическое моделирование белков опре-

делило приемлемую относительную стабильность 

комплекса CV-1–TLR8. Если в испытаниях in  vitro 

и in  vivo будут получены удовлетворительные ре-

зультаты, предложенные вакцинные конструкции 

могут быть использованы для вакцинации против 

SARS-CoV-2 и предотвращения распространения 

инфекции [27].

Несколько групп разработали субъединичные 

вакцины против SARS-CoV-2, однако для раз-

работки вакцины они использовали либо один 

белок, либо только эпитопы ЦТЛ без В-клеточ-

ных и ХТЛ-эпитопов (хелперный Т-лимфоцит). 

Конструкция новой рекомбинантной мультипеп-

тидной субъединичной вакцины против COVID-19 

содержит ЦТЛ-клеточные, ХТЛ- и В-клеточные эпи-

топы, соединенные специфическими линкерами. 

Эта уникальная вакцина состоит из 33 высокоан-

тигенных эпитопов из трех белков SARS-CoV-2, 

которые участвуют в распознавании клеточных 

рецепторов, проникновении вируса в клетку и па-

тогенности (табл. 7). Все отобранные для вакцины 

ХТЛ-, ЦТЛ- и B-клеточные эпитопы нетоксичны. 

Таблица 7 / Table 7

ЦТЛ-клеточные, ХТЛ-клеточные и В-клеточные эпитопы в рекомбинантной мультипептидной 

субъединичной вакцине против COVID-19 [28] /

CTL-cell, HTL-cell and B-cell epitopes in the recombinant multi-epitope subunit COVID-19 vaccine [28]

Специфичность Белок Эпитоп Аллель HLA

ХТЛ-специфичные эпитопы

Нуклеокапсидный 

фосфопротеин

GTWLTYTGAIKLDDK

AALALLLLDRLNQLE

DRB1*07:01

DRB4*01:01

Мембранный гликопротеин NRFLYIIKLIFLWLL DRB4*01:01

Гликопротеин шипа

EFVFKNIDGYFKIYS

ITRFQTLLALHRSYL

ATRFASVYAWNRKRI

DRB5*01:01

В-специфичные эпитопы

Нуклеокапсидный 

фосфопротеин

TRRIRGGDGKMKDLSP

KSAAEASKKPRQKRTA

EGALNTPKDHIGTRNP

Нет данных
Мембранный гликопротеин

RSMWSFNPETNILLNV

SFRLFARTRSMWSFNP

Гликопротеин шипа

YACWHHSIGFDYVYNP

VVKIYCPACHNSEVGP

TLKGGAPTKVTFGDDT

TSRYWEPEFYEAMYTP

ЦТЛ-специфичные эпитопы

Нуклеокапсидный 

фосфопротеин

LLLDRLNQL

GMSRIGMEV
Супертип A2

KSAAEASKK

KTFPPTEPK
Супертип A3

FPRGQGVPI

KPRQKRTAT
Супертип В7

Мембранный гликопротеин

GLMWLSYFI

FVLAAVYRI
Супертип A2

LSYFIASFR

RIAGHHLGR
Супертип A3

LPKEITVAT

RLFARTRSM
Супертип В7

Гликопротеин шипа

YLQPRTFLL

KIADYNYKL
Супертип A2

RLFRKSNLK

GVYFASTEK
Супертип A3

SPRRARSVA

IPTNFTISV
Супертип В7

Примечание. ЦТЛ — цитотоксический Т-лимфоцит; ХТЛ — хелперный Т-лимфоцит.

Note: CTL —  cytotoxic T-lymphocyte, T-helper cell; HTL — helper T-lymphocyte.
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Расчетные данные позволяют предположить, что 

вакцина неаллергенна, термостабильна и обладает 

способностью вызывать гуморальный и клеточный 

иммунный ответ. Стабильность конструкции вакци-

ны подтверждается исследованиями по моделиро-

ванию молекулярной динамики [28]. 

Для конструирования субъединичной вакцины 

против SARS-CoV-2 использованы в общей слож-

ности 6 ХТЛ-, 18 ЦТЛ- и 9 B-клеточных эпитопов из 

трех белков. Эпитопы ХТЛ протестированы сер-

вером IFN-эпитопов (http://crdd.osdd.net/raghava/

ifnepitope/) на способность индуцировать иммун-

ный ответ типа Th1, сопровождающийся продукци-

ей IFN-γ. Для усиления иммуногенности вакцинной 

конструкции в качестве адъюванта добавлена по-

следовательность из 68 аминокислотных остатков 

человеческого β-дефенсина — агониста рецептора 

TLR3. Эпитопы ЦТЛ необходимы для индукции кле-

точного иммунного ответа с целью нейтрализации 

инфицированных вирусом и поврежденных клеток 

путем высвобождения цитотоксических белков, та-

ких как гранзимы, перфорины и т.д. Для прогнози-

рования рассмотрены супертипы HLA A2, A3 и B7, 

поскольку они охватывают не менее 88,3% общей 

численности населения. Все выбранные ХТЛ-, ЦТЛ- 

и B-клеточные эпитопы протестированы in silico на 

токсичность с помощью модуля ToxinPred (http://

crdd.osdd.net/raghava/toxinpred/multi_submit.php).

Водородные связи играют критически важную 

роль в стабилизации структуры белка. Вакцино-ре-

цепторный комплекс образовал в среднем 327 во-

дородных связей, что свидетельствует о благопри-

ятных межмолекулярных взаимодействиях между 

вакцинным конструктом и рецептором TLR3. Об-

разование большого числа водородных связей 

в процессе моделирования отражает специфич-

ность и селективность межмолекулярных взаимо-

действий и свидетельствует о более жестком свя-

зывании вакцины с TLR3. Авторы надеются, что эта 

вакцина будет срочно синтезирована и протести-

рована на иммуногенность в качестве приоритета 

общественного здравоохранения [28]. 

Иммунизация на основе белка может потребо-

вать повторного введения вакцины для поддержа-

ния терапевтически эффективного уровня. Кро-

ме того, результатом введения этих вакцин могут 

быть некоторые неспецифические эффекты, такие 

как перекрестно-реактивные TCR и антитела, ак-

тивация ранее существовавших клеток-эффекто-

ров или клеток памяти. Именно поэтому вакцины 

на основе мРНК SARS-CoV-2 потенциально имеют 

преимущества над вакцинами на основе белка: они 

безопаснее, эффективнее и проще в изготовлении. 

Производство вакцин на основе мРНК является но-

вым перспективным направлением вакцинологии. 

Существуют два типа РНК-вакцин против инфекци-

онных патогенов: нереплицирующиеся мРНК-вак-

цины и самоамплифицирующиеся, или репликон-

ные, РНК-вакцины. Проникновение через липидный 

мембранный барьер является первым шагом для 

попадания экзогенной мРНК в цитоплазму. Меха-

низмы поглощения мРНК-вакцин клеточноспеци-

фичны, а физико-химические свойства мРНК мо-

гут существенно влиять на ее клеточную доставку 

и распределение в органах. Все эти факторы необ-

ходимо учитывать при разработке эффективной 

вакцины на основе мРНК. Несмотря на это, мР-

НК-вакцина считается наиболее перспективным 

кандидатом, поскольку ее можно быстро масшта-

бировать, что может сэкономить время в условиях 

пандемии.

В марте 2020 года в США началось первое кли-

ническое исследование фазы  I новой вакцины на 

основе мРНК  — mRNA-1273, инкапсулированной 

в липидные наночастицы [Safety and Immunogenicity 

Study of 2019-nCoV Vaccine (mRNA-1273) for 

Prophylaxis of SARS-CoV-2 Infection (COVID-19). 

ClinicalTrials.gov. Identifier: NCT04283461. https://

clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT04283461]. Вакцина 

mRNA-1273 кодирует S-белок шипа SARS-CoV-2. 

Клинические испытания вакцины mRNA-1273 на бе-

зопасность и иммуногенность провели среди здо-

ровых волонтеров американская биотехнологиче-

ская компания Moderna Inc. и Центр исследований 

вакцин (Vaccine Research Center) Национального 

института аллергии и инфекционных заболеваний 

(National Institute of Allergy and Infectious Diseases). 

В ноябре 2020 г. Moderna опубликовала данные 

клинического исследования фазы  III об 94%-ной 

эффективности в предотвращении заражения 

COVID-19. Побочные эффекты представляли со-

бой гриппоподобные симптомы. В настоящее вре-

мя вакцина Moderna (mRNA-1273) рекомендована 

Всемирной организацией здравоохранения и при-

меняется для иммунизации лиц в возрасте 18 лет 

и старше. 

В инфицированной коронавирусом SARS-CoV-2 

клетке синтезируются полипротеин 1a/1ab (pp1a/

pp1ab) и 16 неструктурных белков репликаци-

онно-транскрипционного комплекса для синте-

за дискретных субгеномных РНК (sgRNA), кото-

рые служат матрицами для синтеза субгеномных 



Том 12 №3

ОБЗОРЫ

93www.clinpractice.ru

21

мРНК. Два полипептида (pp1a и pp1ab) возникают 

из-за сдвига рамки считывания между ORF1a 

и ORF1b. Другие ORF (35% генома) кодируют струк-

турные белки S, M, E и  N. Все эти структурные 

и неструктурные белки транслируются с sgRNA. 

В настоящее время более 200 полных и частичных 

последовательностей генома SARS-CoV-2 депо-

нированы в базе данных Global Initiative on Sharing 

All Influenza Data (GISAID; https://www.gisaid.org/) 

и в базе данных GenBank Национального институ-

та здоровья США (NIH; https://www.ncbi.nlm.nih.gov/

nuccore/?term=covid-19). Вакцины, основанные на 

цитоплазматической экспрессии химерных мРНК, 

содержащих специально подобранные вирусные 

последовательности ORF, обладают огромным 

потенциалом прямой трансляции в цитоплазму 

и блокирования интеграции вируса с хромосомами. 

После инъекции вакцинная мРНК может процесси-

роваться иммунными клетками и продуцировать 

белок непосредственно в процессе трансляции, за 

которой следует активация других иммунных кле-

ток для распознавания вновь продуцированного 

вирусного белка и образования антител [29]. 

Коронавирус SARS-CoV-2 обладает РНК, само-

амплифицирующейся в цитозоле. Это обстоятель-

ство является основой разработки мРНК-вакцины. 

Вакцины на основе мРНК используют последова-

тельность мРНК рекомбинантного белка-мишени, 

а не антитела-мишени. Затем мРНК переносится 

липидными наночастицами в цитоплазму для транс-

ляции белка-мишени. Когда белок-мишень высво-

бождается из клетки, антигенпрезентирующие 

клетки быстро захватывают и процессируют его. 

Затем происходит презентация молекулами HLA-I 

или HLA-II на поверхности антигенпрезентирующей 

клетки с последующей активацией В- и Т- клеток и, 

соответственно, гуморального и цитотоксического 

ответа [29].

Поиск наиболее подходящего сайта-мишени 

для разработки вакцины против SARS-CoV-2 чрез-

вычайно важен. Гликопротеин шипа (белок  S) яв-

ляется ключевой мишенью для клинической диа-

гностики COVID-19, разработки вакцин и генерации 

терапевтических антител. Вирус SARS-CoV-2 про-

никает в клетку-хозяина путем слияния гомот-

римерного S-белка с клеточной мембраной, при 

этом субъединица  S1 связывается с рецептором 

клетки, что вызывает нестабильность тримера, 

за которой следует отделение субъединицы S1 от 

субъединицы  S2 с образованием высокостабиль-

ной структуры. Белок S помогает вирусу проникать 

в клетки-мишени, но этот эндоцитоз одновремен-

но зависит как от связывания белка S с мембран-

ным рецептором ACE2, так и от активации белка S 

клеточными протеазами. Вакцина может предот-

вратить первоначальную активацию S-белка, бло-

кируя его связывание с ACE2. Если титр антител 

к S-белку достаточно высок, чтобы предотвратить 

попадание вируса в эндосомы или его слияние 

с клеточной поверхностью, то вирусная инфекция, 

связанная с активацией S-белка и внутриклеточ-

ным высвобождением вирусных частиц, будет эф-

фективно ингибироваться.

Если в организме образуется достаточное коли-

чество антител к S-белку, то с учетом биодоступно-

сти ACE2 как ключевой детерминанты распростра-

нения и инфицирующей способности SARS-CoV-2 

может возникнуть двойной терапевтический эф-

фект. Во-первых, иммунная система удалит ком-

лекс S-белок–антитело, что приведет к клиренсу 

самого вируса. Во-вторых, биодоступность ACE2 

будет значительно снижена, что поможет ослабить 

распространение и контагиозность вируса. Эмпи-

рические данные исследований SARS-CoV и SARS-

CoV-2 определили ACE2 в качестве основного пор-

тала для проникновения этих вирусов в клетку. 

Функционально значимые мутации S-белка, по-ви-

димому, обеспечивают более высокую аффин-

ность связывания по сравнению с SARS-CoV [30]. 

Следовательно, нет гарантии, что нацеленная на 

S-белок вакцина может использоваться в течение 

длительного времени, так как существует вероят-

ность того, что в ближайшем будущем она утратит 

эффективность из-за мутаций. Тем не менее мРНК-

1273 индуцирует мощные ответы нейтрализующих 

антител как на SARS-CoV-2 дикого типа (D614), 

так и на мутантный D614G 2 SARS-CoV-2, а также 

Т-клеточные ответы CD8+ и защиту от инфекции 

SARS-CoV-2 в легких и носу in vivo без признаков 

иммунопатологии [31].

Существуют четыре основных преимущества 

использования противовирусных вакцин на основе 

мРНК по сравнению с традиционными подходами: 

1) противовирусные вакцины на основе мРНК ми-

нимизируют потенциальный риск инфицирова-

ния и мутагенеза вследствие естественной де-

градации мРНК в клеточной микросреде; 

2) высокая эффективность иммуногена благодаря 

структурным модификациям мРНК повышает 

его стабильность и эффективность трансляции; 

3) высокоэффективные вакцины на основе мРНК 

способны генерировать противовирусные ней-
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трализующие иммуноглобулины только с одной 

или двумя низкими дозами иммунизации; 

4) рекомбинантная мРНК способствует крупно-

масштабному производству достаточных доз 

вакцины, необходимых для лечения больших 

групп населения. 

Эти факторы делают мРНК-вакцину более под-

ходящей для быстрого реагирования на пандемию 

COVID-19 [29]. 

Гликозилирование является очень распростра-

ненным биологическим явлением, одной из форм 

посттрансляционной модификации белков и спосо-

бом регуляции локализации и функции белков. 

У вирусов гликозилирование их структурных бел-

ков тесно связано с инвазией в клетки и реплика-

цией, что помогает вирусу избежать обнаружения 

иммунной системой человека. Необычно высокая 

степень гликозилирования SARS-CoV-2 означает 

возможность быстро мутировать, что чрезвычайно 

затрудняет разработку вакцины. Однако исполь-

зование технологии получения вакцины на основе 

мРНК и нацеливание только на белок S, а не на це-

лую вирусную частицу, может привести к тому, что 

иммунная система человека будет продуцировать 

антитела к белку S, невзирая на сатус гликозили-

рования. 

Принимая во внимание полезные свойства 

вакцин на основе мРНК, такие как отсутствие ин-

теграции в геном, отсутствие индукции аутоанти-

тел, возможность продуцировать мРНК-вакцины 

в больших количествах и их высокую чистоту, вак-

цина на основе мРНК — перспективный выбор для 

борьбы с COVID-19. Однако для обеспечения ста-

бильности мРНК-вакцины требются новые спосо-

бы упаковки вакцины в наночастицах и очистки 

или удаления компонентов реакции, связанных 

с мРНК-вакциной. Кроме того, требуют разработки 

новые способы доставки in vivo, чтобы максималь-

но увеличить эффективность поглощения мРНК-

вакцины. Наилучший способ должен заключаться 

в закреплении ингибитора РНКазы в единой струк-

туре мРНК-вакцины. Необходимы углубленные ис-

следования структуры и свойств S-белка и других 

структурных белков вируса SARS-CoV-2, которые 

используются в разработке вакцин [29]. 

Еще одна вакцина против COVID-19 на базе 

мРНК — вакцина Pfizer/BioNTech (BNT162b2), разра-

ботанная немецкой биотехнологической компанией 

BioNTech в сотрудничестве с американской Pfizer 

и китайской Fosun Pharma, прошла полный цикл 

клинических испытаний и уже широко применяет-

ся для вакцинации населения, однако мониторинг 

первичных результатов фазы III будет продолжать-

ся до августа 2021 года, а мониторинг вторичных 

результатов  — до января 2023 года [32]. Вакцина 

BNT162b2 от Pfizer/BioNTech, как и вакцина мРНК-

1273 от Moderna, основана на стабилизированной 

мРНК, кодирующей S-белок вируса SARS-CoV-2 

[33].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В отсутствие специфического лечения вакцина 

является лучшим вариантом борьбы с COVID-19. 

Разработка вакцины — это длительный и дорого-

стоящий процесс с высокой частотой неудачных 

попыток, и для производства коммерческой вакци-

ны обычно требуется несколько лет. Оптимизация 

производственного процесса позволяет быстро 

протестировать субъединичные вакцины и выпу-

стить их на рынок. Они состоят только из антиген-

ной части патогенов, которые могут напрямую вы-

зывать длительный иммунный ответ. Кроме того, 

в такой вакцине не используется живой патоген. 

Следовательно, ее можно использовать у пациен-

тов с подавленным иммунитетом. Вычислительные 

исследования показывают, что субъединичная вак-

цина на основе нескольких эпитопов безопасна 

и эффективна против инфекции SARS-CoV-2. 

Методология in silico не ограничивается только 

общими для SARS-CoV и SARS-CoV-2 иммуноген-

ными пептидами, а предоставляет эксперимен-

тальному сообществу более полный список, вклю-

чающий в себя ряд новых перекрестно-реактивных 

кандидатов. Исследования, проводимые независи-

мо друг от друга с различными подходами, дают 

высокую степень уверенности в воспроизводимо-

сти результатов.

Индивидуальные генетические вариации си-

стемы HLA-антигенов могут объяснить различные 

иммунные реакции на вирус в популяции, поэтому 

в разработке вакцин важная роль принадлежит 

выявлению значимых эпитопов в протеоме SARS-

CoV-2, распознаваемых антигенпрезентирующими 

клетками, ЦТЛ и В-клетками, с использованием 

методов биоинформационного анализа.
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