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Список сокращений 

АПК – антигенпрезентирующие клетки 

ИФА – иммуноферментный анализ 

ТКР – Т-клеточный рецептор 

ACE2 – ангиотензинпревращающий фермент 2 

CDR – гипервариабельный участок 

HCoV – коронавирус, способный заражать человека 

HLA – главный комплекс гистосовместимости человека 

IFNγ – интерферон-гамма 

IL (ИЛ) – интерлейкин 

M (Membrane) – мембранный белок SARS-CoV-2 

MERS-CoV (Middle East respiratory syndrome) – вирус ближневосточного 

респираторного синдрома 2015 года 

MHC– главный комплекс гистосовместимости 

N (Nucleocapsid) – белок нуклеокапсида SARS-CoV-2 

ORF – открытая рамка считывания 

PBMC – периферические мононуклеары крови 

RBD (от Receptor-binding domain) – рецептор-связывающий домен Спайк-белка 

SARS-CoV-2 (Severe acute respiratory syndrome-related coronavirus 2) – вирус 

тяжелого острого респираторного синдрома COVID-19 

SARS-CoV-1 – вирус тяжелого острого респираторного синдрома (т.н. вирус 

атипичной пневмонии) 2002-2003 годов 

TNF – фактор некроза опухоли 
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Введение 

Продолжающаяся пандемия COVID-19 стимулировала международное 

научное сообщество и фармацевтические компании к разработке множества 

вакцин-кандидатов и ускоренному проведению их клинических исследований. В 

период пандемии стало широко распространенным использование новых 

вакцинных платформ. Многие научные группы в кратчайшие сроки 

продемонстрировали, что новые вакцины способны вызывать эффективный Т-

клеточный ответ, стимулировать выработку нейтрализующих антител и 

обеспечивать защиту от вируса SARS-CoV-2 (Baden et al., 2021, Logunov et al., 

2020, Mulligan et al., 2020, Voysey et al., 2021a, Zhu et al., 2020a). 

Было показано, что быстрое развитие специфичного Т-клеточного ответа 

на SARS-CoV-2 коррелирует с легким течением болезни (Liao et al., 2020, 

Reynolds et al., 2020, Rydyznski Moderbacher et al., 2020, Sekine et al., 2020). В ходе 

инфекции Т-клетки распознают эпитопы как Спайк-белка, так и множества 

других вирусных белков (Braun et al., 2020, Grifoni et al., 2020, Peng et al., 2020, 

Rydyznski Moderbacher, et al., 2020, Shomuradova et al., 2020, Tarke et al., 2021). В 

среднем, Т-клетки выздоравливающих пациентов распознают лишь 

ограниченное количество иммунодоминантных эпитопов и занимают менее 0.5% 

всего репертуара Т-клеток в крови после инфекции (Cohen et al., 2021, Tarke, et 

al., 2021). Интенсивность Т-клеточного ответа уменьшается со временем, а 

устойчивость Т-клеточного ответа у вакцинированных коррелирует с числом 

уникальных клонов Т-клеток, распознающих конкретный эпитоп (Zornikova et 

al., 2022). При этом распознавание даже одного эпитопа может способствовать 

эффективному контролю вируса и быстрому прекращению инфекции (Peng et al., 

2022, Swadling et al., 2022).  

Во время пандемии аденовирусные векторы и мРНК вакцины доказали 

свою эффективность в борьбе с COVID-19. В этих вакцинах в качестве антигена 

используется Спайк-белок, поскольку он обладает высокой иммуногенностью и 

способен формировать вируснейтрализующие антитела (Baden, et al., 2021, 
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Grifoni, et al., 2020, Logunov, et al., 2020, Nguyen et al., 2021, Peng, et al., 2020, 

Rydyznski Moderbacher, et al., 2020, Zhu et al., 2020b). Амплитуда Спайк-

специфичного Т-клеточного ответа может изменяться в зависимости от типа 

используемой вакцины. Было продемонстрировано, что активация Т-клеток при 

использовании аденовирусных векторов была в 1.4 раза выше, чем при 

вакцинации мРНК (Parry et al., 2021a). Тем не менее, качественные 

характеристики, такие как специфичность и структура Т-клеточного репертуара, 

формирующегося после вакцинации аденовирусным вектором, а также 

механизмы распознавания иммунодоминантных эпитопов и динамика этого 

процесса у вакцинированных остаются не до конца изучены. 

В связи с вышесказанным данная работа, посвященная изучению 

клональной структуры и динамики репертуара Т-клеточного ответа на Спайк-

белок вируса SARS-CoV-2, а также идентификации Спайк-специфичных 

клонотипов Т-клеток у вакцинированных однокомпонентной аденовирусной 

вакциной Ad5-nCoV является актуальной и своевременной. 

Целью данной работы было изучение Т-клеточного иммунного ответа на 

Спайк-белок вируса SARS-CoV-2 у вакцинированных однокомпонентной 

аденовирусной вакциной Ad5-nCoV, кодирующей Спайк-белок в качестве 

антигена. 

Для достижения этой цели мы поставили перед собой следующие задачи:  

1. Определение интенсивности и длительности Т-клеточного ответа 

(методами ELISPOT и проточной цитометрии); 

2. Выявление Т-клеточных клонотипов, распознающих Спайк-белок, и 

анализ их разнообразия; 

3. Оценка динамики и персистенции Спайк-специфичных клонотипов через 

14 дней после вакцинации и через 6 месяцев; 

4. Оценка Т-клеточного ответа на панель описанных эпитопов Спайк-белка; 

5. Изучение структуры репертуара ТКР Спайк-специфичных клонотипов. 
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Научная новизна работы 

Впервые произведен анализ динамики антиген-специфичного Т-

клеточного иммунного ответа на Спайк-белок вируса SARS-CoV-2 после 

однократной иммунизации здоровых добровольцев вакциной Ad5-nCoV на 

основе аденовирусного вектора. Показано, что на 14 день после вакцинации 

формируется поликлональный CD4+ и олигоклональный CD8+ Т-клеточный 

ответ, направленный на эпитопы Спайк-белка. Обнаружено, что клонотипы 

CD8+ Т-клеток занимают большую долю репертуара (52%) Спайк-специфичных 

ТКР, по сравнению с клонотипами CD4+ Т-клеток (24%). Также в работе 

впервые описана динамика снижения клонального разнообразия Т-клеток, 

распознающих Спайк-белок. В частности показано, что через 6 месяцев после 

вакцинации может быть детектировано порядка 13% от изначального числа 

уникальных клонотипов Т-клеток. 

 

Теоретическая и практическая значимость работы 

Представленные в диссертационной работе результаты имеют ценность 

для развития фундаментальных знаний о длительности иммунной защиты и 

принципах формирования долговременной Т-клеточной памяти после 

вакцинации. Мы показали, что вакцинация Ad5-nCoV способна индуцировать 

комплексный и устойчивый иммунный ответ, при котором поликлональные 

CD4+ Т-клетки поддерживают разнообразие и широту ответа, а 

олигоклональный CD8+ ответ демонстрирует формирование 

узконаправленного, но мощного цитотоксического клеточного компартмента, 

распознающего эпитопы Спайк-белка.  

Продемонстрированная в работе длительность персистенции уникальных 

клонотипов Спайк-специфичных Т-клеток до 6 месяцев в периферической крови 

после вакцинации является важным параметром для разработки стратегий 

оценки популяционного иммунитета. Помимо этого, периодический мониторинг 

количества уникальных антиген-специфичных клонотипов необходим для 

перспективной оценки эффективности вакцинации и может свидетельствовать о 
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необходимости доработки структуры препарата или схемы иммунизации на 

стадии клинических исследований при выявлении быстрого падения количества 

клонотипов после вакцинации. 

Полученные в работе данные о клональном разнообразии антиген-

специфичных Т-клеток после вакцинации, а также о соотношениях CD4+ и CD8+ 

Т-клеточного ответа являются принципиально новыми и могут быть 

использованы при разработке новых вакцин на платформе аденовирусных 

векторов. В частности, выявленная для последовательностей рецепторов CD8+ 

Т-клеток гомология с аннотированными ранее последовательностями, 

специфичными к пептиду NYN, презентируемом в аллели HLA-A*24 может 

свидетельствовать о его высокой иммунодоминантности. Возникновение 

мутаций в данном эпитопе может существенно повлиять на эффективность 

иммунитета, сформированного после вакцинации препаратом Ad5-nCoV, 

несущим оригинальный Спайк-белок от первого штамма SARS-CoV-2. 

Соотношения и размеры CD4+ и CD8+ клонотипов после вакцинации также 

могут являться важным прогностическим признаком эффективности вакцины. 

Выявленная значительная доля рецепторов CD8+ Т-клеток среди всех Спайк-

специфичных клонотипов демонстрирует, что аденовирусная вакцина Ad5-nCoV 

формирует преимущественно цитотоксический ответ, в то время как другие 

антигены, встроенные в аденовирусный вектор, могут формировать другие 

соотношения субпопуляций Т-клеток. 

 

Объектом исследования была когорта из 69 добровольцев, участвующих 

в 3 фазе многоцентрового, рандомизированного, параллельного, двойного 

слепого, плацебо-контролируемого клинического исследования однократно 

вводимой вакцины Ad5-nCoV (CanSino Biologics Inc) (ClinicalTrials.gov: 

NCT04540419). Письменное информированное согласие было получено от 

каждого участника перед включением в исследование. В группу 

вакцинированных добровольцев вошли 50 здоровых человек (34 мужчины и 16 

женщин) возрастом от 21 до 72 лет (медианный возраст 42 года).  
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Методология и методы исследования 

Для изучения Т-клеточного ответа на Спайк-белок у вакцинированных, для 

каждого из добровольцев оценивался уровень Т-клеточного ответа в образцах 

периферической крови в 4 временных точках - день 0, день 14, день 28 и 6 

месяцев после вакцинации. В частности, производилась оценка Т-клеточного 

ответа при стимуляции полноразмерным Спайк-белком (ФГБУ «НМИЦ 

гематологии») или пулом перекрывающихся пептидов из Спайк-белка методом 

ELISPOT (CTL) с последующим анализом на приборе ImmunoSpot CTL. Также 

проводилась оценка внутриклеточной продукции цитокинов IFNγ и TNF Т-

клетками после стимуляции пулом пептидов Спайк-белка методом проточной 

цитометрии при помощи клеточного сортера FACS Aria III (BD Biosciences).  

Для идентификации Спайк-специфичных клеток проводились быстрые 

антиген-специфичные экспансии Т-клеток в присутствии рекомбинантного 

Спайк-белка из образцов крови через 14 дней после вакцинации. Полученные 

культуры повторно стимулировались, после чего производилось окрашивание 

секретируемого IFNγ для дальнейшей сортировки CD4+ IFNγ+ и CD8+ IFNγ+ 

фракций клеток на клеточном сортере. Для оценки клонального состава Спайк-

специфичных Т-клеток проводилось секвенирование репертуаров ДНК-

библиотек β-цепей Т-клеточных рецепторов, полученных из отсортированных 

фракций клеток для 17 отобранных вакцинированных на приборах MiSeq или 

NextSeq (Illumina). Также, для каждого из 17 вакцинированных, проводилось 

секвенирование тотальных фракций Т-клеток периферической крови в каждой из 

4 временных точек. Для изучения динамики формирования репертуара Спайк-

специфичных Т-клеточных рецепторов в образцах биоинформатически 

оценивалась представленность и количество идентифицированных Спайк-

специфичных клонотипов для каждого вакцинированного в каждой временной 

точке.  

Дополнительно, чтобы оценить длительность детекции обнаруженных 

клонотипов, проводились in vitro Спайк-специфичные экспансии Т-клеток из 
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образцов периферической крови через 6 месяцев после вакцинации с 

последующим секвенированием репертуара Т-клеточных рецепторов. 

Для изучения ответа на иммунодоминантные эпитопы представленного в 

вакцине Спайк-белка был сформирован набор из 13 иммуногенных эпитопов, 

презентируемых в различных аллелях HLA (Peptide 2.0). Для 13 

вакцинированных проводились эпитоп-специфичные экспансии Т-клеток с 

последующей оценкой способности каждого из эпитопов вызывать Т-клеточный 

ответ в культурах. После проводилась сортировка и секвенирование ТКР для 

клеток, ответивших на активацию индивидуальными пептидами. 

Расчёт статистической значимости и вычисление корреляции Спирмена 

выполнялись с помощью программного обеспечения GraphPad Prizm 8. 

Ассоциация между наличием кластеризованных ТКР и HLA-аллелями была 

рассчитана с использованием теста Фишера с помощью библиотеки SciPy для 

Python3. Данные представлены в виде медианы  ±  IQR. Значение p  <  0,05 

считалось статистически значимым.  

 

Основные положения, выносимые на защиту 

1. Вакцинация аденовирусной вакциной против COVID-19 вызывает 

иммунный ответ на Спайк-белок вируса SARS-CoV-2 со стороны CD4+ и CD8+ 

Т-клеток. 

2. На пике Т-клеточного ответа после вакцинации количество Спайк-

специфичных CD8+ Т-клеток в периферической крови в среднем вдвое 

превышает число CD4+ Т-клеток с такой же специфичностью. CD4+ Т-

клеточный ответ при этом поликлональный, а CD8+ — олигоклональный. 

3. Около 10% Спайк-специфичных клонотипов выявляются в крови до 6 

месяцев при повторной стимуляции антигеном.  

 

Степень достоверности результатов 

В данной работе используются современные методы анализа Т-клеточного 

ответа после иммунизации (ELISPOT, проточная цитометрия, секвенирование 
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репертуаров Т-клеточных рецепторов). Полученные на образцах крови 

вакцинированных данные демонстрируют воспроизводимость в проведенных 

экспериментах и согласуются с опубликованными ранее результатами, что 

подтверждает их надежность. 
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1. Обзор литературы 

1.1. Пандемия COVID-19 и вирус SARS-CoV-2 

Вирус тяжелого респираторного синдрома SARS-CoV-2 впервые появился 

в человеческой популяции в конце 2019 года в г. Ухань, Китай, и за считанные 

месяцы распространился по всему миру, что привело к пандемии 

коронавирусного заболевания 2019 г. (COVID-19), значительным социальным и 

экономическим последствиям. В настоящее время на его долю приходится почти 

700 миллионов случаев заболевания во всем мире с более чем 7 миллионов 

смертельных исходов (www.worldometers.info/coronavirus/). 

Вирус SARS-CoV-2 относится к семейству коронавирусов, к роду 

бетакоронавирусов. Коронавирусы представляют собой оболочечные 

одноцепочечные (+) РНК-вирусы. Большинство представителей семейства 

инфицируют млекопитающих, птиц и земноводных. Четыре коронавируса 

являются эндемичными для человеческой популяции (человеческий 

коронавирус NL63 (HCoV-NL63), HCoV-229E, HCoV-OC43 и HCoV-HKU1), и 

обычно поражают верхние дыхательные пути, вызывая симптомы простуды. За 

последние два десятилетия уже три зоонозных коронавируса (коронавирус 

тяжелого острого респираторного синдрома SARS-CoV, коронавирус 

ближневосточного респираторного синдрома MERS-CoV и SARS-CoV-2) 

переходили из животных резервуаров на человека. SARS-CoV вызвал эпидемию 

в Китае в 2003 году, тогда как MERS-CoV с 2012 года и по настоящее время 

вызывает периодические вспышки респираторного синдрома на Ближнем 

Востоке. В декабре 2019 года был обнаружен новый представитель семейства 

бета-коронавирусов, способный поражать человека - SARS-CoV-2.  

В геноме вируса SARS-CoV-2 закодированы три структурных белка: 

мембранный белок (M), белок нуклеокапсида (N), белок оболочки (E) и 

шиповидный гликопротеин (Спайк или S), а также набор неструктурных белков 

(nsp), которые составляют вирусные комплексы репликации, транскрипции или 

вспомогательные белки. Структурные белки вместе с липидным бислоем, 
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полученным от клетки-хозяина, формируют оболочечный вирион (вирусную 

частицу), который доставляет вирусную геномную РНК в клетку. 

Вспомогательные белки требуются вирусу преимущественно для проведения 

процессов репликации, но часто обладают и иммуномодулирующей 

активностью, способствуя ускользанию вируса от иммунитета. 

Основной детерминантой специфичности различных коронавирусов к 

клеткам является Спайк-белок – шиповидный гликопротеин, который образует 

тримеры на поверхности вирионов. Он состоит из двух субъединиц: 

субъединицы S1, которая содержит в себе рецептор-связывающий домен 

(Receptor-binding domain или RBD) и связывается с ангиотензин-превращающим 

ферментом 2 (ACE2) - рецептором на поверхности клетки хозяина, а также 

субъединицы S2, которая обеспечивает слияние мембран. Эти две субъединицы 

разделены сайтом S1-S2, который несет фуриновый мотив расщепления.  

1.2. Иммунный ответ на вирус SARS-CoV-2 

В процессе проникновения и репликации вируса в клетках человеческого 

организма фрагменты вирионов связываются с патоген-распознающими 

рецепторами (pattern-recognition receptors, PRR), расположенными на клеточной 

поверхности или в цитоплазме, что приводит к активации многочисленных 

систем врожденного иммунитета. Помимо этого, фрагменты вирионов могут 

распознаваться системой адаптивного иммунитета, формируя длительную и 

высокоспецифичную иммунологическую память. 

1.2.1. Роль гуморального иммунитета при COVID-19 
Подобно другим респираторным инфекциям, вирус SARS-CoV-2 

стимулирует быструю выработку антител классов IgM, IgG и IgA, которые 

можно измерить в сыворотке большинства больных уже через неделю после 

обнаружения симптомов. Основная часть антител связываются с белком 

нуклеокапсида (N) и Спайк-белком (Isho et al., 2020, Long et al., 2020). Такая 

высокая скорость развития гуморального ответа может свидетельствовать об 
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активации экстрафолликулярных B-клеток даже при отсутствии 

активированных Т-хелперов (Woodruff et al., 2020).  

Антитела различных классов проявляют высокую нейтрализующую 

активность в отношении псевдотипированного или естественного вируса SARS-

CoV-2 в организме. Нейтрализующая активность обнаруживается в 

экспериментах с сыворотками крови выздоравливающих от COVID-19 людей, 

при этом уровень вирусной нейтрализации сильно различается между 

индивидуумами (Robbiani et al., 2020). Пик титров нейтрализующих антител 

достигается через 3-4 недели после начала симптомов, после чего они еще 

значительное время детектируются в крови. Было показано, что титры IgG 

антител более стабильны, чем титры IgM и IgA (Isho, et al., 2020, Wajnberg et al., 

2020). По оценкам периода полужизни вируснейтрализующих титров наличие 

антител в плазме детектируется до 8 месяцев после заражения; при этом 

наблюдается двукратное снижение уровня антител примерно через 90 дней (Dan 

et al., 2021). 

Анализ взаимосвязи между титром нейтрализующих антител и 

сформированной защитой от заражения показывает, что нейтрализующий титр, 

эквивалентный 20% от среднего титра антител у переболевших людей, 

достаточен для обеспечения 50% защиты от развития симптоматического 

COVID-19 (Khoury et al., 2021). Интересно, что несмотря на различие в тяжести 

течения COVID-19 у пациентов, более высокий уровень вируснейтрализующих 

антител наблюдался у людей с более тяжелой формой заболевания. При анализе 

когорт больных из опубликованных работ было выявлено, что высокая вирусная 

нагрузка SARS-CoV-2 предшествует развитию тяжелой формы заболевания, что 

может приводить к повышенной антигенной нагрузке на организм и 

формированию более интенсивного антиген-специфичного ответа 

экстрафолликулярных B-клеток (Shenoy 2021, Woodruff, et al., 2020). Однако, 

даже если уровень нейтрализующих антител недостаточен для полноценного 

блокирования проникновения вируса в организм и начала ранней репликации, 
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возможно, его может быть достаточно для замедления скорости роста вирусной 

нагрузки и снижения тяжести инфекции (Khoury, et al., 2021).  

Каждый зрелый вирион SARS-CoV-2 несет на себе молекулы 

тримеризованного гликозилированного Спайк-белка, распределенные по его 

поверхности. Спайк является основной мишенью нейтрализующих антител, при 

этом антитела преимущественно направлены на предотвращение связывания 

белка и специфичны к субъединице S1, обеспечивающей слияние вирусной и 

клеточной мембран. Таким образом, преобладающей мишенью нейтрализующих 

антител является RBD домен Спайк-белка. Титры анти-RBD IgG антител 

коррелируют с нейтрализующей активностью против вирусных частиц и связаны 

с ранним контролем вируса в организме (Wu et al., 2021). Для некоторых RBD-

связывающих антител было показано, что они способны вызывать 

конформационные изменения в S1 субъединице, аналогичные тем, что 

происходят при связывании S1 с ACE2, что предотвращает дальнейшее 

связывание с ACE2 (Ge et al., 2021). Для анти-S2 связывающих антител была 

показана низкая нейтрализующая активность, хотя некоторые из таких антител 

широко реагируют против многих членов подрода сарбековирусов, к которому 

относятся SARS-CoV-1 и SARS-CoV-2 (Wang et al., 2021).  

Антитела, которые связываются с вирусными белками, но не нейтрализуют 

вирус SARS-CoV-2, могут способствовать иммунному контролю инфекции либо 

за счет увеличения клиренса «свободного» вируса в межклеточном пространстве 

или лимфе, либо путем связывания инфицированных клеток для активации 

антителозависимой клеточной цитотоксичности и других механизмов (Lee et al., 

2021). Титры антител, связывающих различные белки вируса, могут иметь 

различную кинетику затухания, причем эти различия могут наблюдаться и для 

различных изотипов антител. Например, Wheatley и соавторы определяли 

кинетику детекции антител в когорте из 64 участников, у которых были взяты 

образцы крови в точках до 149 дней после перенесенного COVID-19. Для анти-

Спайк IgG антител они определили время полужизни в организме 100-230 дней 

после перенесенного легкого или среднего COVID-19, в то время как для IgM и 
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IgA1 были определены значения полужизни в 55 и 42 дня в период до 70-го дня 

после заражения вирусом (Wheatley et al., 2021). При этом, работе Dan et al., на 

выборке из 188 случаев перенесенного COVID-19 для анти-Спайк IgA антител 

был определен период полужизни в 210 дней в течение 8 месяцев после 

заражения в крови (Dan, et al., 2021). Полученные данные могут 

свидетельствовать о том, что вирус-специфичные антитела без нейтрализующей 

активности потенциально могут оказывать защитное действие при повторном 

заражении вирусом, даже если титры нейтрализующих антител в сыворотке уже 

снизились ниже порогового протективного значения (Schafer et al., 2021). 

1.2.2. Роль Т-клеточного иммунитета  
Параллельно с развитием гуморального иммунного ответа на заражение 

SARS-CoV-2 происходит активация Т-клеточного звена адаптивного иммунного 

ответа, который имеет важное значение для контроля и элиминации вируса. Две 

основные популяции Т-клеток, CD4+ и CD8+, дополняют как способность 

врожденного иммунитета сдерживать репликацию вируса, так и способность 

антител связывать и элиминировать SARS-CoV-2. При помощи рецепторов Т-

клеток (ТКР) CD8+ клетки распознают зараженные клетки организма. Они 

детектируют вирусные антигены, презентируемые в результате процессинга 

эндогенных вирусных белков и представленные в молекулах главного комплекса 

гистосовместимости I класса (MHC класса I) на поверхности клеток. В 

результате такого распознавания происходит лизис инфицированных клеток и 

высвобождение цитокинов (в первую очередь, интерферона IFNγ и фактора 

некроза опухоли TNF), которые обладают обширным противовирусным 

действием. CD4+ Т-лимфоциты также могут распознавать и элиминировать 

инфицированные вирусом клетки. Однако, в основном, они активируются при 

распознавании эпитопов, полученных из вирусных белков и поглощенных 

антигенпрезентирующими клетками (АПК), такими как дендритные клетки или 

другие клетки миелоидного происхождения. Распознавание таких эпитопов 



19 

происходит при помощи ТКР в результате их презентации в молекулах MHC II 

класса.  

После начала пандемии множество научных групп продемонстрировали, 

что субпопуляции Т-клеток, специфичные к различным белкам SARS-CoV-2, 

могли быть обнаружены как у выздоровевших пациентов после COVID-19, так и 

у бессимптомно инфицированных людей без сформированного гуморального 

ответа (Braun, et al., 2020, Grifoni, et al., 2020, Le Bert et al., 2020, Weiskopf et al., 

2020). Развитие Т-клеточного иммунного ответа начинается уже спустя 

несколько дней после заражения и достигает своего пика на 14 день (Bergamaschi 

et al., 2021). При сравнении когорт пациентов, перенесших легкую и тяжелую 

формы COVID-19 было показано, что именно скоординированный клеточный и 

гуморальный ответ способствуют выздоровлению и предотвращению тяжелого 

течения заболевания (Bergamaschi, et al., 2021, Rydyznski Moderbacher, et al., 

2020). Быстрое формирование вирус-специфичных антител и Т-клеточного 

ответа на антигены из белков N, ORF7/8, ORF3a, M и Спайк ассоциировано с 

легким течением заболевания, как было показано в ранних работах на 

переболевших первой волны пандемии. При этом у людей, развивших тяжелые 

симптомы COVID-19, наблюдался высокий уровень антител, но не вирус-

специфичных Т-клеток (Tan et al., 2021). 

Эти исследования подтверждают идею о том, что Т-клетки вносят 

существенный вклад в защиту от вируса SARS-CoV-2. Это также было 

продемонстрировано в крупных исследованиях по оценке интенсивности Т-

клеточных ответов на ранних стадиях заболевания с последующим 

отслеживанием тяжести исхода COVID-19. На когорте из 89 больных первой 

волны COVID-19 в Италии было показано, что быстрое развитие Т-клеточного 

ответа с множественной антигенной специфичностью Т-клеток коррелировало с 

более легкими исходами COVID-19 у больных (Tarke et al., 2022b).  

Важность координированного иммунного ответа дополнительно изучалась 

в исследованиях, в которых оценивалась взаимосвязь между интенсивностью Т-

клеточного ответа и уровнями антител. При изучении иммунитета у более чем 
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2500 человек было замечено, что у переболевших с сильным Т-клеточным 

ответом также наблюдались высокие титры антител и более низкая частота 

повторного заражения COVID-19 во время последующего наблюдения по 

сравнению с людьми, развившими слабый клеточный и гуморальный ответы 

(Wyllie et al., 2021).  

Кроме того, Т-клеточный ответ без сероконверсии может быть достаточен 

для защиты от инфекции (Komissarov et al., 2022, Molodtsov et al., 2022, Wyllie, et 

al., 2021). Это было дополнительно продемонстрировано на пациентах с 

лимфоидными злокачественными новообразованиями, которые имели серьезное 

нарушение гуморального иммунного ответа. У 74% больных был обнаружен 

детектируемый Т-клеточный ответ на антигены вируса, позволивший перенести 

COVID-19 (Marasco et al., 2022). Тем не менее, показатели смертности от COVID-

19 в группах больных аутоиммунными заболеваниями и получавших терапию 

анти-CD20 моноклональными антителами были выше, чем в контрольной группе 

инфицированных без аутоиммунных патологий, несмотря на одинаковые 

проценты госпитализаций и тяжелых случаев в этих группах (Patel et al., 2021). 

Также в крупном проспективном исследовании, проводимом на жителях Москвы 

во время пандемии, было показано, что когорта здоровых добровольцев, 

иммунизированных в ходе болезни или после вакцинации и не сформировавших 

детектируемый гуморальный ответ на вирус SARS-CoV-2, но сформировавших 

эффективный Т-клеточный ответ, все равно имела более низкий шанс на 

последующее заражение, в отличии от людей без антительного и Т-клеточного 

иммунитета (Molodtsov, et al., 2022). 

Несмотря на большое количество исследований, демонстрирующих 

существенный вклад Т-клеток в формирование иммунитета к вирусу SARS-CoV-

2, важно отметить, что Т-лимфоциты также могут быть вовлечены в развитие 

патогенетических процессов на фоне COVID-19. Замечено, что глобальная 

дисрегуляция активации врожденного и адаптивного иммунитета приводит к 

длительному сильному воспалению и тяжелому течению COVID-19 (Lucas et al., 

2020, Mathew et al., 2020). Также на фоне COVID-19 у больных наблюдалась 
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лимфопения (снижение уровня лимфоцитов в крови) и повышенная экспрессия 

маркеров сильной активации Т-клеток CD38 и HLA-DR (Mathew, et al., 2020). 

При этом активированные Т-клетки (в частности, CD8+) были обнаружены не 

только в кровотоке, но и тканях легких и головного мозга на фоне 

патологических процессов (Schwabenland et al., 2021, Vijayakumar et al., 2022). 

Однако, для этих Т-клеток не была установлена их антигенная специфичность, 

соответственно, наличие активированных Т-клеток в патологических очагах 

этих тканей может быть случайным событием на фоне провоспалительного 

цитокинового фона (Lee et al., 2022). Параллельно, при оценке клеточного 

состава в дыхательных путях и в крови больных тяжелой формой COVID-19 

было отмечено, что высокое содержание Т-клеток в тканях положительно 

коррелировало с выживаемостью и наблюдалось преимущественно среди 

молодых пациентов, в то время как для более пожилых пациентов было 

характерно присутствие миелоидных клеток с сопутствующим усилением 

воспалительного фона и повышенным риском смертности (Szabo et al., 2021). 

Скоординированная совместная работа CD4+ и CD8+ Т-клеток позволяет 

сформировать стойкий адаптивный иммунитет к SARS-CoV-2, поскольку CD4+ 

Т-клетки способствуют развитию специфичного гуморального ответа, в то время 

как CD8+ отвечают за уничтожение пораженных вирусом клеток организма. 

Изучение иммунного ответа на SARS-CoV-2 в контексте пандемии COVID-19 

являлось важной задачей, поскольку это способствовало поиску потенциальных 

мишеней для терапии и влияло на разработку вакцин. 

1.2.3. Иммунный ответ CD4+ Т-клеток при COVID-19 
Развитие Т-клеточного ответа обнаруживается практически у всех 

переболевших COVID-19. Специфичные к SARS-CoV-2 CD4+ Т-клетки можно 

обнаружить уже на 2–4-й день после появления симптомов (Rydyznski 

Moderbacher, et al., 2020, Tan, et al., 2021). При этом в некоторых работах 

отмечается, что CD4+ ответ преобладает над CD8+. В частности, в работе Grifoni 

было показано, что вирус-специфичные CD4+ Т-клетки обнаруживались у 100% 
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переболевших, в то время как для CD8+ Т-клеточный ответ был выявлен только 

у 70% людей (Grifoni, et al., 2020). Для CD4+ Т-клеток была обнаружена сильная 

корреляция между частотой Спайк-специфичных клеток и тяжестью 

заболевания (Rydyznski Moderbacher, et al., 2020). Напротив, замедленная 

активация CD4+ Т-клеток была ассоциирована с тяжелым заболеванием или 

смертельным исходом COVID-19 на ранних сроках (Braun, et al., 2020, Rydyznski 

Moderbacher, et al., 2020). Похожие заключения были сделаны на животных 

моделях при изучении иммунного ответа на антигены близкородственного 

SARS-CoV-1 или на вирус MERS-CoV. В экспериментах на мышах было 

показано, что защита от вируса преимущественно обеспечивается CD4+ T-

клетками памяти дыхательных путей, и что истощение субпопуляции CD8+ Т-

клеток после заражения не влияло на репликацию или клиренс вируса (Chen et 

al., 2010, Zhao et al., 2016).  

Т-клетки, обладающие специфичностью к вирусным белкам, могут иметь 

значение для формирования противовирусной защиты. В контексте COVID-19, 

наибольший интерес представляют Спайк-специфичные Т-клетки, поскольку 

индукция Спайк-распознающих антител зависит от специфичных к Спайку 

CD4+ T-клеток. Именно поэтому большинство разрабатываемых и применяемых 

вакцин несут в своем составе этот белок, его фрагменты или кодирующий его 

ген (Krammer 2020). При изучении антиген-специфичного ответа CD4+ Т-клеток 

ко всем белкам SARS-CoV-2 с использованием пептидных мегапулов (наборов 

из коротких фрагментов всех белков вируса), ответ CD4+ Т-клеток был 

зафиксирован к 21 из 24 протестированных антигенов. Ответ не был обнаружен 

только на низкоэкспрессируемые белки вируса. При этом было показано, что 

величина ответа на вирусный белок коррелировала с уровнем его экспрессии 

(Grifoni, et al., 2020). Среди наиболее иммуногенных белков выделяются Спайк, 

M и N белки, однако сильные ответы также были зафиксированы на белки ORF3a 

и nsp3 (Grifoni, et al., 2020, Le Bert, et al., 2020, Nelde et al., 2021, Peng, et al., 2020). 

Для большинства антигенов не было замечено корреляции между 

распознаванием и фазой заболевания, кроме ORF7/8. Для этого белка было 
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показано, что устойчивый ответ CD4+ Т-клеток проявлялся преимущественно на 

ранних стадиях заболевания, но только у пациентов с легким течением COVID-

19 (Tan, et al., 2021).  

Основная роль CD4+ Т-клеток заключается в их способности к 

дифференцировке в различные типы хелперов. Они способны участвовать в 

активации и созревании B-клеток, способны активировать CD8+ Т-клетки и 

рекрутировать клетки врожденного иммунитета. Вирус-специфичные CD4+ Т-

клетки обычно дифференцируются в клетки Th1 и Т-фолликулярные хелперы 

(Tfh). Клетки фенотипа Th1 обладают способностью к продукции IFNγ, TNF, IL-

2 и других родственных цитокинов, способствующих противовирусной 

активности. Клетки фенотипа Tfh специализируются на взаимодействии с В-

клетками и крайне необходимы для развития высокоспецифичного 

вируснейтрализующего антительного ответа. Также они участвуют в 

дифференцировке В-клеток памяти и задействованы в формировании 

долгосрочного гуморального иммунитета (Crotty 2019).  

Интересно, что несмотря на активное формирование SARS-CoV-2-

специфичных CD4+ Tfh клеток во время острой инфекции и дальнейшей 

дифференцировкой Tfh клеток памяти, корреляция для тяжести заболевания 

была обнаружена только с частотой Tfh, но не с титрами нейтрализующих 

антител (Dan, et al., 2021, Rydyznski Moderbacher, et al., 2020, Sekine, et al., 2020). 

1.2.4. Иммунный ответ CD8+ Т-клеток при COVID-19 
 При изучении CD8+ Т-клеток важным вопросом стало определение их 

антигенной специфичности у переболевших людей, поскольку понимание 

иммунодоминантности вирусных антигенов крайне важно при планировании и 

создании будущих вакцин. При этом не до конца было понятно, обеспечивает ли 

стойкий сформированный CD8+ Т-клеточный ответ полноценную защиту от 

заболевания и влияет ли он на тяжесть заболевания. 

Вирус-специфичные CD8+ Т-клетки могут детектироваться уже в первый 

день после начала симптомов (Schulien et al., 2021). В среднем, развитие 
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полноценного цитотоксического ответа CD8+ T-клеток при инфицировании 

SARS-CoV-2 наблюдается в течение первых 7 дней после появления симптомов 

и достигает пика через 14 дней после начала заболевания.  

При исследовании иммунитета переболевших COVID-19 в первой волне 

пандемии наличие вирус-специфичных CD8+ T-клеток было ассоциировано с 

легкими исходами заболевания (Rydyznski Moderbacher, et al., 2020). При 

сравнении пациентов с легким и тяжелым протеканием болезни было отмечено 

преимущественное наличие CD8+ Т-клеточных ответов среди легко больных, в 

то время как у тяжело больных доминировал CD4+ Т-клеточный ответ (Peng, et 

al., 2020). При этом динамика развития CD8+ Т-клеточного ответа в острой фазе 

инфекции сходна с динамикой развития CD4+ Т-клеточного ответа (Rydyznski 

Moderbacher, et al., 2020).  

Показано, что быстрое развитие CD8+ Т-клеточного цитотоксического 

ответа коррелирует с эффективным клиренсом вируса, развитием легкой формы 

COVID-19 и демонстрирует сходную кинетику с формированием гуморального 

ответа (Bergamaschi, et al., 2021, Lucas et al., 2021, Notarbartolo et al., 2021). Это 

также было продемонстрировано при детальном анализе транскриптомов 

активированных Т-клеток. В частности, разница в уровне CD8+ Т-лимфоцитов у 

пациентов с разной формой COVID-19 может свидетельствовать о качественных 

или временных различиях в клеточном ответе, которые зависят от особенностей 

конкретного пациента (Notarbartolo, et al., 2021).  

Еще в начале пандемии было обнаружено, что у многих пациентов с острой 

инфекцией SARS-CoV-2 наблюдалась существенная лимфоцитопения, что 

коррелировало с тяжелым клиническим исходом (Chen et al., 2020). Также у 

таких пациентов наблюдались высокие уровни IL-2R, IL-6, IL-10 и TNF в крови. 

Лимфопения, в таком случае, может наступать из-за клеточной гибели 

лимфоцитов на фоне обширного воспалительного процесса (Lin et al., 2020), из-

за рекрутирования клеток в пораженные ткани и органы (что было показано для 

пациентов с SARS-CoV-1) (Li et al., 2004), или из-за ACE2-зависимого или 

независимого прямого инфицирования лимфоцитов SARS-CoV-2 (Shen et al., 
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2022, Xu et al., 2020). При этом предполагается, что на фоне происходящей 

лимфоцитопении и снижения количества Т-клеток происходит активная 

экспансия пула CD8+ Т-клеток (Kuri-Cervantes et al., 2020, Laing et al., 2020). В 

целом было показано, что до 20% людей с COVID-19 не вырабатывают или 

демонстрируют низкий адаптивный иммунитет. Такие пациенты потенциально 

могут получать раннюю терапию вируснейтрализующими антителами для 

снижения вероятности прогрессирования заболевания в тяжелую форму 

(RECOVERY Collaborative Group 2021). 

Для CD8+ Т-клеток было предсказано множество иммуногенных эпитопов, 

распознавание которых в дальнейшем было подтверждено. В частности, для 

CD8+ Т-клеток было показано эффективное распознавание эпитопов SARS-CoV-

2 из Спайк-белка, N-, M-белка и различных ORF (Grifoni, et al., 2020, Nelde, et al., 

2021, Peng, et al., 2020).  

Потенциально, определенные CD8+ Т-клетки могут влиять на вирусную 

нагрузку организма, если их ТКР специфичны к вирусным белкам, 

экспрессируемым на начальных стадиях вирусного заражения клеток и 

распознают пораженные клетки, в которых начинается вирусная репликация. 

Предположительно, именно это позволяет детектировать ранние ответы Т-

клеток у инфицированных. Также, по всей видимости, аналогичный механизм 

иммунного ответа наблюдается у лиц, находившихся в тесном контакте с 

вирусом или инфицированными людьми, однако не заболевших COVID-19. 

Кроме того, могут быть задействованы механизмы активации врожденных 

систем защиты или участие кросс-реактивных Т-клеток, распознающих 

консервативные вирусные последовательности из родственных коронавирусов 

(Swadling, et al., 2022). 

1.2.4. Роль кросс-реактивного ответа Т-клеток 
Наличие кросс-реактивных Т-клеток в образцах крови здоровых людей или 

в образцах, собранных до начала пандемии, рассматривается как важная 

составляющая защиты от SARS-CoV-2. Поскольку некоторые области в геномах 
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родственных коронавирусов достаточно консервативны, то наличие в 

человеческой популяции циркулирующих коронавирусов, вызывающих 

простудные заболевания (HCoV), приводит к формированию остаточного кросс-

реактивного иммунитета. 

Действительно, для 81% людей, ранее не встречавшихся с вирусом, был 

показан предсуществующий Т-клеточный ответ на кросс-реактивные пептиды 

SARS-CoV-2 из консервативных областей вируса. Использование таких 

пептидов также подтвердило сходство некоторых эпитопов SARS-CoV-2 с 

эпитопами простудных коронавирусов, демонстрируя функциональную основу 

для гетерологичного иммунитета при инфекции SARS-CoV-2 (Grifoni, et al., 

2020, Le Bert, et al., 2020, Mateus et al., 2020, Nelde, et al., 2021, Sekine, et al., 2020). 

Когортный анализ более 15000 пациентов показал, что среди тех, кто ранее имел 

положительный ПЦР результат на наличие HCoV, вероятность госпитализации 

и развития тяжелой формы COVID-19 были существенно ниже, чем у пациентов 

без подтвержденного HCoV в анамнезе (Sagar et al., 2021). Госпитализация 

потребовалась для 4.8% HCoV-переболевших людей, в то время как для не 

болевших это было необходимо в 17,7% случаев. В то же время опубликованы 

результаты исследований, демонстрирующие отсутствие положительного 

воздействия от предшествующего заражения сезонными простудными 

коронавирусами на вероятность заражения SARS-CoV-2 и тяжесть заболевания 

(Gombar et al., 2021, Ringlander et al., 2021). 

Первые работы, описывающие специфичность кросс-реактивных Т-

клеток, демонстрируют не очень высокое сродство ответов на эпитопы HCoV и 

SARS-CoV-2. Например, в работе Bacher и соавторов, при изучении Т-клеток 

людей, не иммунизированных против SARS-CoV-2, были обнаружены SARS-

CoV-2-реактивные CD4+ Т-клетки памяти практически у всех исследованных 

добровольцев. При этом, такие клетки демонстрировали низкую 

функциональную авидность и разнообразную антигенную специфичность к 

эпитопам других вирусов, включая HCoV. Интересно, что у исследованных 

перенесших COVID-19 людей, среди SARS-CoV-2-специфичных CD4+ Т-
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клеток, практически не обнаруживалось HCoV-специфичных популяций (Bacher 

et al., 2020).  

В последующих работах было показано наличие выраженной кросс-

реактивности и доказана роль таких клеток в ответе на SARS-CoV-2. Для 

консервативных эпитопов из RBD и из N-белка была показана сильная кросс-

реактивность между SARS-CoV-2-специфичными CD4+ и CD8+ Т-клетками и 

HCoV-специфичными клетками. Ответы на эпитоп из N-белка (например, на 

эпитоп SPRWYFYYL) были зафиксированы более чем у 90% протестированных 

здоровых людей, не болевших COVID-19, и более чем у 80% выздоровевших 

(Lineburg et al., 2021, Low et al., 2021). Вероятно, наличие кросс-реактивных Т-

клеток может быть связано с контролем репликации вируса, абортивной 

инфекцией, а также может быть необходимо для развития быстрого Т-

клеточного ответа. Это было показано для Т-клеток, распознающих пептиды 

белка nsp12 (РНК-зависимая РНК-полимераза) SARS-CoV-2, являющийся 

высококонсервативным и имеющий высокий уровень гомологии между 

различными сарбековирусами, поражающими как людей, так и животных. 

Высокая частота nsp12-специфичных Т-клеток обнаруживалась как у здоровых 

людей, так и у ПЦР-негативных и серонегативных людей, тесно 

взаимодействовавших с инфицированными SARS-CoV-2 (Swadling, et al., 2022). 

Таким образом, наличие кросс-реактивных Т-клеток потенциально может 

способствовать формированию популяционного иммунитета при возникновении 

различных новых штаммов SARS-CoV-2, мутагенез которых в основном связан 

с изменениями в Спайк-белке. 

1.2.5. Т-клеточные эпитопы SARS-CoV-2 
Как было сказано ранее, установление антигенной специфичности Т-

клеточного ответа являлось важной задачей для поиска потенциальных мишеней 

для разработки вакцин. Одновременно высказывались опасения по поводу 

потенциально низкой иммуногенности коронавирусов и возможной 

вовлеченности специфичных Т-клеток в гиперактивный ответ на инфекцию, 
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приводящий к развитию острого респираторного дистресс-синдрома. Однако со 

временем было показано, что участие Т-клеток в противовирусном ответе 

способствует формированию иммунитета к SARS-CoV-2.  

Практически во всех исследованиях, в которых изучалась специфичность 

Т-клеточного распознавания белков вируса, был обнаружен сильный ответ CD4+ 

и CD8+ Т-клеток на эпитопы Спайк-белка. Причина такой 

иммунодоминантности Спайк-белка при инфицировании SARS-CoV-2 до конца 

не определена, вероятно этому способствует как его крупный размер, так и 

высокий уровень экспрессии (Grifoni, et al., 2020). Иммунодоминантность 

Спайка сделала его перспективной мишенью для использования в вакцинах, 

поскольку на этот белок формируется гуморальный вируснейтрализующий 

ответ, а также CD4+ и CD8+ Т-клеточный ответ. 

Как было сказано ранее, Т-клеточный ответ был показан и на другие белки 

вируса, такие как N, M и неструктурные белки nsp (Dan, et al., 2021, Ferretti et al., 

2020, Grifoni, et al., 2020, Tarke, et al., 2021). Высокий уровень специфичного 

ответа к этим белкам делает возможным их потенциальное использование в 

вакцинах для расширения спектра Т-клеточных ответов. Особенно актуально 

изучение nsp белков, поскольку их консервативность и уровень кросс-

реактивного Т-клеточного ответа к ним позволяет рассматривать их как 

перспективную мишень для разработки пан-коронавирусных вакцин. Интересно, 

что для других вирусов (например, вируса гриппа или флавивирусов) наиболее 

иммуногенными для Т-клеточного распознавания являются преимущественно 

неструктурные белки и внутренние белки вириона (Grant et al., 2016, Rivino et al., 

2013, Sant et al., 2018). 

Было проведено и опубликовано более 80 исследований, в которых было 

идентифицировано и описано более 2000 эпитопов вируса SARS-CoV-2, 

распознаваемых CD4+ и CD8+ Т-клетками (Quadeer et al., 2021, Vita et al., 2019). 

В большинстве своем эти исследования охватывают эпитопы, презентируемые 

HLA-аллелями, которые наиболее часто обнаруживаются в исследуемой 

популяции, что приводит к определенной неравномерности данных. Среди 
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эпитопов, представляемых в HLA I класса, была описана презентация различных 

пептидов примерно в 47 аллелях A, B и C, в среднем по 14 эпитопов на аллель. 

Наиболее исследованной аллелью является HLA-A*02:01, для которой изучено 

более 200 презентируемых эпитопов. Для HLA II класса в контексте COVID-19 

изучены 51 аллелей со средним значением 15 презентируемых эпитопов на 

аллель (Sette et al., 2023). Столь массивный набор охарактеризованных эпитопов 

демонстрирует разнообразие противовирусного Т-клеточного ответа на SARS-

CoV-2. Также это позволяет предположить, что на уровне популяции в ходе 

мутагенеза вируса его полноценный уход от Т-клеточного ответа является 

крайне маловероятным событием. 

Более прицельное изучение эпитопов SARS-CoV-2 показало, что в ходе 

естественной инфекции в организме Т-клетки распознают довольно узкий набор 

эпитопов, что может являться следствием ограниченности количества аллелей 

HLA у одного человека. Согласно оценкам, в среднем, в организме одного 

человека распознается от 10 до 40 эпитопов вируса, что связано с популяционной 

гетерогенностью HLA (Tarke et al., 2022a, Tarke, et al., 2021). Однако стоит 

отметить, что в ряде работ при оценке количества распознаваемых эпитопов 

применялась ex vivo стимуляция и наращивание Т-клеточных культур, что могло 

сузить потенциальный набор обнаруженных антиген-специфичных Т-клеток 

(Rowntree et al., 2021, Wagner et al., 2022).  

Множество идентифицированных эпитопов были охарактеризованы как 

иммунодоминантные. Один из них – эпитоп YLQ (S269–277 YLQPRTFLL), 

презентируемый в аллели HLA-A*02:01 из Спайк-белка. В опубликованном 

нами исследовании антигенной специфичности Т-клеток у переболевших, YLQ-

специфичные клетки памяти детектировались в образцах крови 16 из 17 

протестированных добровольцев с аллелью HLA-A*02:01. Также, практически у 

большинства исследуемых нами людей был детектирован ответ на другой 

высокоиммуногенный пептид Спайк-белка, RLQ (S1000-1008 RLQSLQTYV) 

(Shomuradova, et al., 2020). Наличие частого YLQ-специфичного Т-клеточного 

ответа было также подтверждено в других исследованиях. Например, было 
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показано развитие такого ответа как минимум у 60-80% переболевших с HLA-

A*02:01 (Ferretti, et al., 2020), и формирование самого интенсивного IFNγ ответа 

из когорты исследуемых пептидов (Habel et al., 2020). В целом, данный эпитоп 

был описан как минимум в 11 независимых исследованиях. Результаты 

секвенирования YLQ-специфичного и RLQ-специфичного репертуара Т-

клеточных рецепторов продемонстрировали богатый и публичный набор 

гомологичных Т-клеточных рецепторов. Для наиболее публичных рецепторов, 

распознающих эти пептиды, в дальнейшем была охарактеризована 

кристаллическая структура комплексов HLA-пептид-ТКР (Wu et al., 2022). 

Для многих других частых аллелей HLA также были описаны 

иммунодоминантные эпитопы (Gangaev et al., 2021, Kared et al., 2021, Saini et al., 

2021). В частности, для аллели HLA-A*03 был описан иммунодоминантный 

эпитоп KCY (S378–386 KCYGVSPTK), Т-клеточный ответ на который 

детектировался в исследовании нашей научной группы даже через 6-8 месяцев 

после перенесенного COVID-19 в крови людей (Zornikova, et al., 2022). В другом 

исследовании группа Gangaev и соавторов провела скрининг 50 эпитопов в 10 

HLA аллелях при помощи MHC-тетрамеров, несущих синтетические пептиды, 

на образцах клеток, полученных от 18 добровольцев. Они идентифицировали 

девять различных новых эпитопов, среди которых определили два 

перекрывающихся иммунодоминантных эпитопа TTD (nsp3819–829 

TTDPSFLGRY) и HTT (nsp3818–828 HTTDPSFLGRY) из белка nsp3, 

презентируемых в HLA-A∗01:01. Также для аллели HLA-A*24:02, 

доминирующей среди азиатской популяции, были предсказаны и 

идентифицированы два иммунодоминантных пептида: QYI (S1208–1216 

QYIKWPWYI) и NYN (S448–456 NYNYLYRLF). Причем для пептида NYN был 

идентифицирован общий публичный мотив среди β-цепей Т-клеточных 

рецепторов, распознающих этот пептид (Rowntree, et al., 2021). 

Для HLA II класса были также продемонстрированы иммунодоминантные 

эпитопы или определены фрагменты белков, в которых такие эпитопы 

находятся. Однако, CD4+ Т-клеточные эпитопы менее изучены отчасти из-за 
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экспериментальных ограничений – получение MHC-мультимеров II класса с 

пептидами является более сложной задачей, чем MHC-мультимеров I класса. В 

исследовании Low и соавторов при изучении клонального разнообразия SARS-

CoV-2-специфичных Т-клеток была идентифицирована консервативная 

иммунодоминантная область Спайк-белка S346–S365, на эпитопы которой 

отвечали Т-клетки более 90% протестированных людей (Low, et al., 2021). В 

дальнейшем в исследовании Verhagen и соавторов был обнаружен пептид WNR 

(S353-367 WNRKRISNCVADYSV), презентируемый в HLA‐DRB1*03:01 и 

перекрывающийся с идентифицированной в исследовании Low областью. Также 

они описали иммунодоминантный эпитоп VGG (S445-459 VGGNYNYLYRLFRKS) 

(Verhagen et al., 2021).  

Накопленная информация о различных вирусных эпитопах, 

презентируемых в различных аллелях HLA, позволила нашей научной группе 

разработать диагностический тест для обнаружения Т-клеточного ответа на 

эпитопы вируса даже у тех, кто переболел бессимптомно или не обладал 

детектируемым антительным ответом. Нами был сформирован набор из 73 

иммуногенных пептидов, презентируемых в наиболее частых и представленных 

в европейской популяции HLA-аллелей I и II классов. Разработанный тест 

продемонстрировал точность 95% в клинических испытаниях на 119 

иммунизированных (вакцинированных или выздоравливающих) и 101 здоровых 

добровольцах, не подвергавшихся воздействию SARS-CoV-2 (Titov et al., 2022). 

Помимо этого, актуальной задачей для многих научных групп является 

исследование Т-клеточных рецепторов, специфичных к определенным 

антигенам вируса. Наиболее применяемым для этого методом является 

секвенирование репертуара ТКР. Оно позволяет количественно и качественно 

отслеживать конкретные клонотипы Т-клеток во времени, оценивая развитие 

антиген-специфичных ответов при естественной иммунизации или вакцинации. 

Изначально, это было показано при вакцинации здоровых людей против желтой 

лихорадки (DeWitt et al., 2015, Minervina et al., 2020, Pogorelyy et al., 2018). В 

дальнейшем это было применено и на другие патогены. В частности, в 



32 

упомянутой ранее работе Зорниковой мы детектировали клонотипы, 

специфичные к иммунодоминантному эпитопу KCY вируса SARS-CoV-2, в 

крови испытуемых более чем через 6 месяцев после болезни (Zornikova, et al., 

2022). Накопленные данные об антиген-специфичном распознавании эпитопов 

вируса позволили нам также внести вклад в обновление общедоступной базы 

данных VDJdb, в которой содержатся опубликованные последовательности Т-

клеточных рецепторов с известной специфичностью (Goncharov et al., 2022). В 

частности, неё вошли обнаруженные нами рецепторы, специфичные к пептидам 

YLQ и RLQ, опубликованные нами в первой работе по изучению иммунитета к 

COVID-19 (Shomuradova, et al., 2020), а также другие описанные нами 

рецепторы, специфичные к эпитопам вируса.  

В целом, идентификация наиболее иммуногенных антигенов и эпитопов 

вируса SARS-CoV-2 позволила научному сообществу использовать полученные 

знания для выбора оптимальной мишени для разработки эффективной вакцины 

от COVID-19. 

1.2.6. Вакцины от COVID-19 
Разработка вакцины является достаточно длительным процессом, как 

правило, занимающим десятилетие. Она начинается с обширных 

исследовательских работ по поиску удачной мишени-антигена, разработке 

тестового препарата, оценки его эффективности на животных моделях. После 

этого идет череда доклинических и клинических исследований, разработка 

технологии производства, когортные исследования для проверки отсутствия 

долгосрочных побочных эффектов. Также к этому добавляется большой набор 

согласований, получения разрешений и лицензирование. Разработка нового 

препарата является не только затратной по времени, но также колоссальна и по 

финансовым вложениям. 

Однако в ходе пандемии COVID-19 возникла необходимость в быстрой 

разработке эффективного препарата. Высокой скорости работы способствовали 

накопленные данные по разработке экспериментальных вакцин против SARS-
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CoV-1 и MERS, а также быстрая идентификация иммуногенных свойств Спайк-

белка, который был выбран многими платформами в качестве мишени. 

Результатом этого стал запуск первых клинических исследований мРНК вакцин 

от фармацевтических компаний Pfizer и BioNTech (BNT162b2), и от компании 

Moderna (mRNA-1273) в марте-апреле 2020 года, а в ноябре-декабре были 

опубликованы уже предварительные результаты 3 фазы исследований. 

Препараты показали формирование защиты от COVID-19 в более чем 90% 

случаев, что изменило подход к борьбе с пандемией. Было разработано 

множество различных вакцинных препаратов, формирующих высокий уровень 

защиты, существенно облегчающих течение COVID-19, и снижающих 

смертность. За основу были взяты технологии мРНК вакцин, вакцин на основе 

аденовирусного вектора и инактивированных полноразмерных вакцин.  

Вакцины на основе мРНК представляют собой препараты матричной РНК, 

которые кодируют определенный антиген, упакованные в липидные 

наночастицы. В случае большинства вакцин против COVID-19 антигеном 

является Спайк-белок. После проникновения мРНК в клетку начинается синтез 

полноразмерного Спайк-антигена, который активирует различные механизмы 

антигенной презентации. Молекула Спайк-антигена, как и все производимые в 

клетке белки, может быть процессирована в протеасоме, после чего может 

презентироваться в контексте молекул HLA I класса на клеточной поверхности 

в виде пептидов. Такие пептиды распознаются CD8+ Т-клетками и запускают 

цитотоксический клеточный ответ. Также молекулы Спайка могут 

секретироваться во внеклеточное пространство и попадать с током лимфы в 

лимфоузлы, где поглощаются АПК. В АПК происходит процессинг антигена и 

его презентация в контексте HLA II класса, что способствует активации CD4+ Т-

клеток, которые могут активировать B-клетки, запуская гуморальный ответ. 

Сами B-клетки также могут первично активироваться за счет наличия Спайк 

белка в лимфе, либо распознавая фрагменты белка после гибели клеток с белком 

в результате Т-клеточной цитотоксичности. Помимо этого, при попадании в 
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клетку мРНК вызывает активацию TLR пути врожденного иммунитета, что 

приводит к экспрессии провоспалительных цитокинов (Fang et al., 2022). 

Первые мРНК вакцины BNT162b2 и mRNA-1273 в клинических 

исследованиях вводились два раза с разницей в 21-28 дней, и 

продемонстрировали успешное развитие гуморального ответа и продукцию 

детектируемых титров вируснейтрализующих антител уже после первого 

введения (Baden, et al., 2021, Polack et al., 2020). Также было показано развитие 

детектируемого Спайк-специфичного T-клеточного ответа после вакцинации, с 

преимущественным развитием CD4+ Tfh и Th1 субпопуляций, а также 

цитотоксических CD8+ Т-клеток. Ответы были зафиксированы практически у 

всех вакцинированных и детектировались в течение как минимум 6 месяцев 

(Guerrera et al., 2021, Mateus et al., 2021, Zhang et al., 2022). Для BNT162b2 было 

показано, что стабильный и функциональный CD8+ Т-клеточный ответ 

возникает уже через неделю после первичной вакцинации, в то время как CD4+ 

Т-клетки в крови и нейтрализующие антитела детектируются на пороге 

чувствительности метода (Oberhardt et al., 2021). Такая динамика Т-клеточного 

ответа согласуется с динамикой ответа, возникающего на естественное 

заражение при COVID-19. 

Инактивированные вакцины от COVID-19 представляют собой 

классический подход к разработке иммуногенного препарата, поскольку он 

является экономичным и надежным из-за его долгой и успешной истории 

использования. Так производятся некоторые из современных вакцин, например, 

от полиомиелита или поливалентные вакцины от вируса гриппа. Инактивация 

препарата происходит за счет химической обработки вирусных частиц, которая 

способствует разрушению генома вируса. После введения инактивированные 

вирионы не инфицируют клетки организма, а попадают с током жидкости в 

лимфоидные органы, где захватываются, процессируются и презентируются, 

способствуя развитию гуморального и Т-клеточного ответа.  

Неспособность инактивированных вакцин проникать в цитоплазму клеток 

и производить вирусные белки для эндогенной презентации в HLA I класса 
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приводит к тому, что CD8+ Т-клеточный ответ на вакцину развивается не всегда. 

Препарат CoronaVac, разработанный компанией Sinovac, в клинических 

исследованиях продемонстрировал развитие гуморального ответа более чем у 

90% вакцинированных при двудозной схеме введения с разницей в 14-28 дней 

между дозами (Zhang et al., 2021). Также он продемонстрировал развитие CD4+ 

и CD8+ Спайк-специфичных Т-клеточных ответов в 74% и 80% случаев при 

оценке пулами перекрывающихся пептидов. При этом, Т-клетки после 

иммунизации проявляли детектируемый уровень кросс-реактивности при 

распознавании пептидов Спайк-белков из близкородственных коронавирусов 

HCoV-OC43 и HCoV-229E (Chen et al., 2022). Другой препарат, Covaxin, 

разработанный Bharat Biotech, также продемонстрировал развитие эффективного 

гуморального ответа, CD4+ Т-клеточного ответа у 85% вакцинированных, но 

существенно более низкого CD8+ Т-клеточного ответа, обнаруженного только у 

50% вакцинированных (Vikkurthi et al., 2022). Еще одно исследование, в котором 

Li и соавторы анализировали иммуногенность трех применяемых в Китае 

инактивированных вакцин (описанной выше CoronaVac, а также BBIBP-CorV, и 

WIBP-CorV), также продемонстрировало CD4+ Т-клеточный ответ у 95% людей, 

и более низкую долю CD8+ Т-клеточного ответа, обнаруженного только у 54% 

вакцинированных (Li et al., 2021). 

Неоспоримым преимуществом использования инактивированных вакцин 

является то, что иммунный ответ после вакцинации может сформироваться не 

только на Спайк-белок. В упомянутом выше исследовании Li и соавторов при 

помощи стимуляции перекрывающимися пептидными пулами было показано, 

что у большинства вакцинированных формируется как Спайк-специфичный 

CD4+ Т-клеточный ответ, так и N- и M-специфичный ответ CD4+ T-клеток после 

первой вакцинации. Это также было показано и для CD8+ Т-клеток, но для 

меньшего количества людей (Li, et al., 2021). Аналогично было 

продемонстрировано формирование гуморального ответа на другие белки 

вируса (Vikkurthi, et al., 2022). В отличие от Спайк-белка, другие белки 

коронавирусов демонстрируют высокую консервативность даже между родами, 
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поэтому их интеграция в вакцины представляет интерес в контексте 

распознавания новых штаммов SARS-CoV-2.  

Помимо мРНК-вакцин, передовой технологией производства вакцин, 

применяемых против COVID-19, являются вакцины на основе аденовирусных 

векторов. Аденовирусы являются безоболочечными двухцепочечными ДНК-

вирусами, часто вызывающими у людей легкие респираторные и глазные 

инфекции. Использование векторов на основе аденовирусов получило широкое 

применение в генной терапии из-за его изученности, простоты редактирования 

исходного генома вируса (делеции генов E1 и E3) и простоты вставки требуемого 

трансгена с антигеном. В результате вирус лишается способности к репликации, 

но все еще способен вносить в клетки организма интересующий антиген. 

Аденовирусные вакцины несколько проще в использовании чем мРНК 

препараты из-за их термостабильности и более низкой стоимости (Holm et al., 

2021). По сравнению с другими вирусными векторами, аденовирусы 

демонстрируют надежность в вопросах отсутствия интеграции в геном клетки-

реципиента и обладают высоким упаковочным потенциалом, что позволяет 

использовать более крупные трансгены (Lukashev et al., 2016). 

Еще одним весомым преимуществом аденовирусных векторов является их 

тканеспецифичность и высокая экспрессия трансгена в клетке. При применении 

аденовирусных векторов в вакцинах они индуцируют сильный иммунный ответ. 

Это позволило использовать их в качестве кандидатов для разработки вакцин от 

множества патогенов. Например, рекомбинантная вакцина, основанная на 

аденовирусном векторе 26 серотипа и экспрессирующая гликопротеин вируса 

Эбола, демонстрирует способность защищать людей от геморрагической 

лихорадки Эбола (Fausther-Bovendo et al., 2021). 

Широкая распространенность аденовирусов в популяции способствовала 

формированию иммунитета к ним у людей. Против наиболее изученного и 

широко используемого 5 серотипа аденовируса у большей части населения 

имеется иммунитет, сформированный в результате естественной инфекции. 

Наличие иммунитета к аденовирусу может существенно снижать способность 
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вектора по доставке трансгена и формированию антиген-специфичного ответа на 

целевой антиген (Sumida et al., 2004). Собственные антигены аденовируса также 

могут приводить к формированию антиген-специфичных Т-клеточных ответов, 

и к формированию нейтрализующих антител, что может ингибировать 

эффективность вектора (Leen et al., 2008). Помимо адаптивного иммунитета, 

аденовирусные векторы способствуют активации врожденных систем защиты, 

взаимодействуя с TLR2 и 9 (Appledorn et al., 2008).  

Имеющиеся знания позволили достаточно быстро адаптировать 

аденовирусные векторы для борьбы с пандемией COVID-19. На основе векторов 

различных серотипов были созданы вакцины, несущие иммуногенный 

полноразмерный Спайк-белок в качестве трансгенной вставки. Первым в мире 

разработанным вакциной-кандидатом стал препарат Convidecia (Ad5-nCoV) от 

компании CanSino Biologics. Он представляет собой однокомпонентную 

аденовирусную векторную вакцину на основе 5 серотипа вируса с делециями 

генов E1/E3 и трансгенным Спайк-белком. Изначально, вакцина была 

протестирована на мышах и хорьках (Wu et al., 2020). Результаты трех 

проведенных фаз клинических исследований демонстрируют её эффективность 

при однократном внутримышечном введении. Сероконверсия была показана у 

91.5% вакцинированных, а наличие вируснейтрализующих антител у 75.9% 

(Halperin et al., 2022). Развитие Т-клеточного ответа в периферической крови 

после вакцинации было показано для 88% вакцинированных при оценке на 28 

день после вакцинации (Zhu, et al., 2020a). Анализ показал, что Ad5-nCOV 

способствовал предотвращению порядка 57,5% симптоматических случаев, и 

развитие тяжелых форм COVID-19 было на 96% ниже, чем в группе плацебо 

(Halperin, et al., 2022). 

Другим зарегистрированным препаратом на основе аденовируса стал Гам-

Ковид-Вак (Спутник V), разработанный в НИЦЭМ им. Н. Ф. Гамалеи и ставший 

первым в России препаратом от COVID-19, одобренным для клинического 

применения. Для обхода проблемы существования иммунитета к аденовирусам 

были использованы два различных серотипа аденовируса (26 и 5), которые 
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входят в состав двух компонентов вакцины и применяются в два этапа с 

интервалом в 3 недели. Применение такой схемы (гетерологичный прайм-буст) 

демонстрирует формирование более эффективного иммунитета, чем при 

гомологичных схемах прайм-буст вакцинации (Lu 2009). По результатам 

клинических исследований эффективность вакцины составила 91.6% на когорте 

из 21 977 людей, продемонстрировав существенное снижение случаев заражения 

SARS-CoV-2 у вакцинированных, а также развитие гуморального (у 98,25% 

людей) и Т-клеточного ответа (Logunov et al., 2021, Logunov, et al., 2020). 

Для полного обхода ранее существовавшего ответа на вектор 5 серотипа во 

время вспышки коронавируса ближневосточного респираторного синдрома 

(MERS-CoV) в 2012 году группа из Оксфорда разработала вакцину с 

использованием вектора ChAd, взяв за основу аденовирус шимпанзе. Из образца 

биоматериала шимпанзе был выделен аденовирус, который подвергли 

модификациям (делеция E1/E3 и замена E4 на E4 из Ad5). После начала 

пандемии COVID-19 этот вирус был взят за основу для разработки вакцины 

ChAdOX1-nCoV, кодирующей Спайк-белок SARS-CoV-2. Крупные когортные 

исследования эффективности в рамках клинических исследований показали, что 

после однократного введения вакцины SARS-CoV-2 специфичные 

полифункциональные Th1 CD4+ и CD8+ Т-клетки детектировались у всех 

вакцинированных, как и повышенные уровни нейтрализующих антител (Voysey 

et al., 2021b). Общая эффективность вакцины в итоге была оценена в 75% по 

способности предотвращения симптоматического COVID-19. Введение второй 

бустерной инъекции формировало повышенные уровни антител, причем уровень 

антител прямо коррелировал с длительностью интервала в пределах до 14-28 

дней между вакцинациями (Falsey et al., 2021, Folegatti et al., 2020, Voysey, et al., 

2021b). 

Исследования показали, что амплитуда Спайк-специфичного Т-клеточного 

иммунного ответа может варьироваться в зависимости от типа используемой 

вакцины. Для препаратов на основе аденовирусных векторов было замечено 

формирование более сильного Т-клеточного ответа, в то время как мРНК 
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вакцины в среднем приводят к более высоким титрам антител. В частности, 

сравнительный анализ между одной из мРНК-вакцин (BNT162b2) и одной из 

рекомбинантных аденовирусных вакцин (ChAdOx1) показал, что эффективность 

активации Т-клеток была в 1.4 раза выше при использовании аденовирусных 

векторов, тогда как для мРНК-вакцин детектировали в 2.9 раз более высокие 

титры антител (Parry, et al., 2021a, Parry et al., 2021b). Это приводит к попыткам 

использования гетерологичных схем вакцинации, при которых буст 

производится вакциной другого типа, отличного от первичной инъекции (Parry, 

et al., 2021b, Pozzetto et al., 2021).  

Важным вопросом является антигенная специфичность Т-клеточного 

ответа после вакцинации и то, как формируется репертуар антиген-специфичных 

Т-клеток. Поскольку большинство современных вакцин несут Спайк-белок, то 

последующее распознавание вируса SARS-CoV-2 может производиться 

преимущественно Т-клетками, нацеленными именно на Спайк белок, но не на 

другие белки. При изучении транскриптома и последовательностей ТКР при 

секвенировании одиночных CD8+ Т-клеток в работе Minervina и коллег было 

показано, что, несмотря на иммунизацию исключительно Спайк-белком, 

репертуары эпитоп-специфичных рецепторов Т-клеток у вакцинированных 

демонстрировали значительное разнообразие, что является многообещающим 

показателем эффективности вакцины. Доля Спайк-специфичного ответа у 

людей, которые были иммунизированы мРНК вакциной, после чего переболели 

естественной инфекцией, оказалась ниже, чем у людей, которые сначала были 

инфицированы, а затем вакцинированы, что показывает отсутствие 

существенного сдвига в сторону Спайк-специфичности в репертуаре Т-клеток. 

Помимо этого, даже после нескольких циклов иммунизации (естественное 

инфицирование и последующая двукомпонентная вакцинация) Т-клетки 

продолжали реагировать на антигены Спайк-белка и проходить дальнейшую 

активацию и функциональное созревание (Minervina et al., 2022). 

В другом исследовании оценивались различия в динамике развития Спайк-

специфичного ответа при вакцинации и при естественном инфицировании. 
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Группа Oberhardt и соавторов показали, что при оценке антиген-специфичного 

ответа на один эпитоп CD8+ специфичные Т-клетки детектировались уже через 

неделю после введения 1 дозы мРНК вакцины, а нейтрализующие антитела и 

CD4+ Т-клетки практически не детектировались. После буст-вакцинации 

происходил рост титров антител и экспансия высокодифференцированных CD8+ 

Т-клеток. Также было показано, что уровень эпитоп-специфичного CD8+ Т-

клеточного ответа может различаться между вакцинированными и 

переболевшими. По фенотипическим свойствам популяции CD8+ T-клеток 

памяти после вакцинации и после перенесенного COVID-19 демонстрируют 

сходные функциональные возможности, но имеют несколько различное 

распределение субпопуляций (Oberhardt, et al., 2021). 

Таким образом, понимание эпитопной специфичности Т-клеточного 

ответа, индуцированного вакциной, является важным для оценки самой вакцины 

и её протективного потенциала. В данной работе мы ставили перед собой целью 

описание репертуара Т-клеточных рецепторов у вакцинированных 

добровольцев, однократно вакцинированных препаратом на основе 

аденовирусного вектора Ad5-nCoV, кодирующего Спайк-белок в качестве 

антигена, а также оценку эпитоп-специфичного Т-клеточного ответа на набор 

иммуногенных пептидов.  
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2. Материалы и методы 

2.1. Участники исследования 

В данном исследовании приняли участие 69 добровольцев, участвующих в 

3 фазе многоцентрового, рандомизированного, параллельного, двойного 

слепого, плацебо-контролируемого клинического исследования однократно 

вводимой вакцины Ad5-nCoV (производство CanSino Biologics Inc) (Prometheus, 

ClinicalTrials.gov: NCT04540419). Клиническое исследование проводилось в 

соответствии с принципами Хельсинской декларации и GMP (Good 

Manufacturing Practice, Надлежащая производственная практика). Письменное 

информированное согласие было получено от каждого участника перед 

включением в исследование.  

В группу вакцинированных добровольцев вошли 50 здоровых человек (34 

мужчины и 16 женщин) возрастом от 21 до 72 лет (медианный возраст 42 года). 

В группу плацебо вошли 19 человек. Вакцинация производилась в трех 

клинических центрах г. Москвы: ФБУН ЦНИИ Эпидемиологии 

Роспотребнадзора; ГБУЗ «ГП № 2 ДЗМ»; ФГАОУ ВО Первый МГМУ им. 

И. М. Сеченова Минздрава России (Сеченовский Университет). Образцы крови 

в первой временной точке были собраны в сентябре и октябре 2020 года и 

переданы в ФГБУ «НМИЦ гематологии» для проведения исследования. Каждый 

участник прошел тщательный процесс наблюдения в течение 1-10 дней до 

получения вакцины Ad5-nCoV либо плацебо. Накануне осуществлялось взятие 

мазка из носоглотки для проведения полимеразной цепной реакции (ПЦР) в 

реальном времени для обнаружения РНК SARS-CoV-2. Также все участники 

были проверены на отсутствие антител классов M (IgM) и G (IgG) к SARS-CoV-

2 в плазме крови. Была взята подробная медицинская история, оценивалось 

испытывал ли участник какие-либо симптомы COVID-19 или находился в 

контакте с лицами, у которых было подозрение или подтвержденное наличие 

инфекции SARS-CoV-2. У одного вакцинированного участника, в ходе 

клинического исследования, в период от между точками День 28 и 6 месяцев, 
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был выявлен положительный результат на COVID-19. Результаты его Т-

клеточного ответа после болезни были исключены из дальнейшего анализа. 

Характеристика добровольцев приведена в Таблице 1. Забор периферической 

крови добровольцев осуществлялся методом венопункции в четырех временных 

точках: в день введения вакцины или плацебо (День 0), через 14 дней после 

введения (День 14), через 28 дней (День 28) и через 6 месяцев после введения. 

Общая схема эксперимента представлена на Рисунке 1. 

Таблица 1. Информация о включенных в исследование добровольцах. 

Код Возраст Пол Группа 
p1743 32 М Плацебо 
p1744 60 М Вакцинирован 
p1745 32 М Вакцинирован 
p1746 37 М Вакцинирован 
p1747 48 Ж Вакцинирован 
p1748 42 Ж Вакцинирован 
p1749 34 М Вакцинирован 
p1738 64 Ж Плацебо 
p1751 23 Ж Вакцинирован 
p1752 42 Ж Вакцинирован 
p1753 51 М Вакцинирован 
p1754 28 М Вакцинирован 
p1755 43 М Вакцинирован 
p1756 53 М Плацебо 
p1757 49 М Вакцинирован 
p1758 41 М Плацебо 
p1759 39 М Вакцинирован 
p1760 27 М Вакцинирован 
p1761 24 М Вакцинирован 
p1762 43 М Плацебо 
p1763 45 М Плацебо 
p1764 50 Ж Вакцинирован 
p1765 43 М Вакцинирован 
p1766 47 Ж Плацебо 
p1767 28 М Вакцинирован 
p1768 21 Ж Вакцинирован 
p1769 59 Ж Вакцинирован 
p1770 34 М Плацебо 
p1771 34 М Вакцинирован 
p1772 55 Ж Вакцинирован 
p1774 41 Ж Вакцинирован 
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p1775 56 М Вакцинирован 
p1776 51 М Вакцинирован 
p1777 45 М Вакцинирован 
p1778 43 М Вакцинирован 
p1779 34 М Вакцинирован 
p1780 44 М Вакцинирован 
p1781 42 М Плацебо 
p1782 41 М Вакцинирован 
p1783 34 М Вакцинирован 
p1784 51 М Плацебо 
p1785 47 М Вакцинирован 
p1786 60 М Плацебо 
p1787 60 Ж Вакцинирован 
p1788 50 М Вакцинирован 
p1790 40 М Вакцинирован 
p1791 60 М Плацебо 
p1792 60 М Вакцинирован 
p1793 49 Ж Вакцинирован 
p1794 40 Ж Плацебо 
p1795 24 М Вакцинирован 
p1796 63 Ж Плацебо 
p1797 40 М Вакцинирован 
p1798 55 М Плацебо 
p1799 72 М Вакцинирован 
p1800 40 Ж Вакцинирован 
p1801 57 М Плацебо 
p1802 39 М Вакцинирован 
p1803 38 М Вакцинирован 
p1804 54 М Плацебо 
p1805 47 М Вакцинирован 
p1806 26 М Плацебо 
p1807 52 М Плацебо 
p1808 36 М Вакцинирован 
p1809 55 Ж Вакцинирован 
p1810 36 Ж Вакцинирован 
p1811 58 Ж Вакцинирован 
p1812 44 М Вакцинирован 
p1813 41 Ж Вакцинирован 

Ж - женщина, M – мужчина 
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Рисунок 1. Схема анализа образцов, полученных от вакцинированных 
добровольцев. Для каждого участника исследования в день взятия крови 
осуществлялось выделение PBMC и постановка тестов для оценки Т-клеточного 
ответа (ELISPOT при стимуляции Спайк-белком и пулом пептидов Спайк-белка 
и оценка экспрессируемых цитокинов методом проточной цитометрии при 
стимуляции пулом пептидов Спайк-белка). Красная область показывает группу 
экспериментов по получению культур Т-клеток в присутствии Спайк-белка из 
PBMC, выделенных на 14-й день после вакцинации, их дальнейшая 
рестимуляция, сортировка IFNγ+ клеток и секвенирование репертуара ТКР. «+S» 
– культуры с добавлением Спайк-белка, «К-» - контрольные лунки без 
антигенной стимуляции. Синей областью обведены эксперименты по 
проведению эпитоп-специфичных экспансий с последующей рестимуляцией 
пептидами, оценкой секреции IFNγ и сортировкой активированных клеток. 
Желтым цветом показаны эксперименты по стимуляция Спайк-белком образцов 
PBMC, полученных через 6 месяцев после вакцинации. Зеленая область 
указывает на отбор клеток для секвенирования репертуара ТКР из тотальных 
образцов периферической крови. Серой стрелкой отмечен отбор фракций 
антиген-стимулированных культур для дальнейшего секвенирования ТКР. 
 

Для каждого участника в каждой временной точке из крови выделялись 

периферические мононуклеарные клетки, из которых далее ставились тесты для 

оценки Т-клеточного ответа - методом ELISPOT при стимуляции пулом 

пептидов Спайк-белка и полноразмерным белком, а также проводилась оценка 
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внутриклеточной продукции цитокинов IFNγ и TNF методом проточной 

цитометрии. Параллельно, для каждого вакцинированного отбирались 1x106 

клеток для последующего выделения РНК из тотальных фракций 

периферических мононуклеаров. Остатки клеток для каждого вакцинированного 

замораживались. Из образцов на 14 день после вакцинации и через 6 месяцев 

также отбирались клетки для постановки антиген-специфичных экспансий: из 

образцов на 14 день для 17 вакцинированных были проведены экспансии Т-

клеток при добавлении Спайк-белка для дальнейшей рестимуляции и сортировки 

IFNγ+ фракций, а также для 13 вакцинированных проводились экспансии на 

набор иммуногенных пептидов из Спайк-белка. Из образцов через 6 месяцев для 

16 вакцинированных проводились экспансии Т-клеток с добавлением Спайк-

белка без рестимуляции и сортировки. Для оценки гуморального ответа после 

вакцинации группой коллег на базе ФГБУ «НИИ им. А.А. Смородинцева» 

проводился ИФА-анализ наличия антител (IgG) в крови каждого участника 

исследования. Результаты измерений были любезно предоставлены группой 

Лиознова и соавторов (Lioznov et al., 2023). 

2.2. Выделение мононуклеарных клеток периферической крови 
(PBMC) 

В каждой временной точке по 7 мл венозной крови от здоровых 

добровольцев были взяты в пробирки, содержащие антикоагулянт Литий 

Гепарин (VACUETTE) и подвергнуты центрифугированию на градиенте 

плотности Фиколла (Панэко; кат. Р050Е) (400 x g, 30 мин). После выделения 

PBMC промывали холодным фосфатно-солевым буфером (PBS) с добавлением 

2 мМ ЭДТА (Serva; кат. 3976102) и использовали для дальнейших анализов или 

замораживали в эмбриональной бычьей сыворотке (FBS) с добавлением 7% 

ДМСО (Sigma-Aldrich; кат. 472301). 

2.3. Проточная цитофлуориметрия 
Свежевыделенные РВМС помещали в 96-луночный планшет (Sarstedt; кат. 

83.3925.500) с плотностью 1.5×106 клеток/лунка в культуральной среде RPMI 
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1640 (ThermoFisher Scientific; кат. 31870025), содержащую 1 мМ пирувата натрия 

(ThermoFisher Scientific; кат. 11360039), 5% человеческой сыворотки AB, 1 мМ 

L-глутамина (ThermoFisher Scientific; кат. 25030-024) и Пул пептидов, 

полученных из белка S SARS-CoV-2 (Miltenyi Biotec; кат. 130-126-701) (конечная 

концентрация 1 мМ) с последующей инкубацией 1 ч 37°С, 5% СО2. После, 

добавлялся ингибитор внутриклеточного транспорта белков GolgiPlug (BD 

Biosciences; кат. 555028) для 5-часовой инкубации (37°С, 5% СО2). Далее, клетки 

окрашивали антителами на поверхностные маркеры и на жизнеспособность с 

последующей фиксацией с использованием набора для 

фиксации/пермеабилизации клеток Cytofix/Cytoperm™ (BD Biosciences; кат. 

555028), после чего производилиинкубацию с антителами для внутриклеточного 

окрашивания в течение 10 часов при 4 °C. 

Окрашивание поверхностных маркеров осуществляли при помощи 20 

минутной инкубации при 4°C в 100 мкл фосфатно-солевого буфера (PBS), 

содержащего 2 мМ ЭДТА (Serva; кат. 3976102)и 0.5% бычьего сывороточного 

альбумина (BSA) (Capricorn; кат. FBS-11A), и содержащего следующий набор 

антител: CD3-AF700 (0.6 мкл; клон OKT3; Sony; кат. 2186700), CD4-BV510 (2.5 

мкл; клон OKT4; Sony; кат. 2187220), CD8-PerCP/Cy5.5 (1.25 мкл; клон RPA-T8; 

Sony; кат. 2105160). После этого производилось окрашивание на 

жизнеспособность с использованием FVD780 eFluor 780 (eBioscience; кат. 65-

0865-14) в соответствии со стандартным протоколом производителя: клетки 

дважды промывали раствором PBS без BSA, ресуспендировали в 100 мкл PBS с 

0.1 мкл FVD780 с последующей инкубацией при 4°C в течение 30 минут. Затем 

клетки промывали PBS, содержащим 2мМ ЭДТА и BSA, разводили в растворе 

для фиксации/пермеабилизации (BD Biosciences; кат. 555028). 

Внутриклеточное окрашивание цитокинов производилось в течение 10 

часов при 4°C с использованием следующих антител, разведенных в 100 мкл 

буфера BD Perm/Wash™: IFN-γ-PE-Cy7 (0.1 мкл; клон B27; BD Biosciences; кат. 

560924), TNF-PE (0.3 мкл; клон Mab11; BD Biosciences; кат. 559321); Клетки 

анализировали на клеточном сортере FACS Aria III (BD Biosciences) с 3 лазерами 
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(405 нм, 488 нм, 633 нм). Для анализа использовали программное обеспечение 

FlowJo (версия 10.6.1). 

2.4 Оценка количества IFNγ-продуцирующих Т-клеток методом 
ELISPOT 

Измерение антиген-специфичной продукции IFNγ Т-клетками в ответ на 

стимуляцию проводили при помощи метода ELISPOT с использованием набора 

ImmunoSpot human IFNγ single-color ELISPOT kit (CTL; кат. HIFNGP-2M/5) с 96-

луночным планшетом с нитроцеллюлозной мембраной, предварительно 

покрытой антителами для связывания IFNγ. Выделенные из крови PBMC в 

количестве 3×105 клеток помещали в лунки планшета в бессывороточной 

культуральной среде (CTL; кат. CTLT-010). В лунки планшета для антигенной 

стимуляции добавляли полноразмерный рекомбинантный Спайк-белок 

(полученный на базе лаборатории трансплантационной иммунологии ФГБУ 

«НМИЦ гематологии») или пул пептидов из Спайк-белка (Miltenyi Biotec; кат. 

130-126-701, кат. 130-127-312; кат. 130-127-048) в дубликатах с конечной 

концентрацией 10 мкг/мл и 1 мкМ соответственно. Итоговый объем среды в 

каждой лунке составлял 200 мкл. 

Планшеты инкубировали в течение 18 часов при 37°C, 5% CO2, после чего 

проводили окрашивание секретированного IFNγ в соответствии с инструкциями 

производителя. Вкратце, лунки планшета дважды промывали PBS (200 мкл на 

лунку), а затем дважды PBS + 0.05% Tween-20 (Sigma-Aldrich, кат. P1379) (200 

мкл на лунку), после чего следовала инкубация с биотинилированным 

детектирующим антителом против человеческого IFNγ в течение 2 часов при 

комнатной температуре. Затем лунки промывали трижды PBS + 0.05% Tween-20, 

после чего добавляли конъюгат стрептавидин-щелочная фосфотаза (AP) с 

последующей инкубацией в течение 30 минут при комнатной температуре. 

После этого лунки дважды промывали PBS + 0.05% Tween-20 и дважды 

дистилированной водой, после чего добавляли субстрат с последующей 

инкубацией 15 минут для инициации колориметрической реакции. Реакцию 

останавливали промыванием лунок планшета под струей воды.  
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Количество пятен подсчитывали на анализаторе ImmunoSpot CTL и с 

использованием программного обеспечения ImmunoSpot. Отрицательным 

контролем были лунки планшета, содержащие PBMC от тестируемых людей в 

той же концентрации, что и экспериментальные лунки, но без добавления 

антигенов или неспецифического активатора Т-клеток (положительный 

контроль) (форбол-12-миристат-13-ацетат (PMA) (Sigma-Aldrich; кат. P8139) и 

иономицин (Sigma-Aldrich; кат. A23187)). Значение, полученное в лунках 

отрицательного контроля, вычитали из каждого полученного значения как фон. 

При анализе данных использовали среднее значение дубликатов с учетом 

значения, полученного в лунке негативного контроля. Значения были 

нормированы в пересчете на 1×106 клеток. 

2.5. Постановка Т-клеточных культур 
Из образцов PBMC от 50 вакцинированных, полученных на 14 день после 

вакцинации, проводили in vitro экспансии Т-клеток с добавлением Спайк-белка. 

Для этого 3×106 клеток помещали в лунки 24-луночного суспензионного 

планшета (Sarstedt; 83.3922.500) с плотностью 1× 106 клеток в лунке, в трех 

отдельных повторах. Клетки инкубировали в течение 8–10 дней в 2 мл среды 

RPMI 1640 с добавлением 10% AB человеческой сыворотки, 1 мМ пирувата 

натрия (ThermoFisher Scientific; кат. 11360-039), интерлейкина-7 (25 нг/мл), 

интерлейкина-15 (40 нг/мл) и интерлейкина-2 (50 нг/мл) (Miltenyi Biotec; кат. 

130-095-363; кат. 130-095-765; кат. 130-097-743). Половину среды заменяли в дни 

3, 5 и 7. Рекомбинантный Спайк-белок SARS-CoV-2 (конечная концентрация 20 

мкг/мл) добавляли в две лунки на день 0, третья лунка использовалась в качестве 

отрицательного контроля (К-). После проведения экспансий мы осуществляли 

рестимуляцию культур аутологичными PBMC, полученными и замороженными 

из образцов крови в день вакцинации (День 0), а также с добавлением Спайк-

белка с конечной концентрацией 20 мкг/мл. После этого мы производили оценку 

уровня IFNγ в экспандированных Т-клеточных культурах и сортировка IFNγ+ 

клеток (см. раздел 2.7) 
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Для 13 из 17 вакцинированных добровольцев мы также осуществляли in 

vitro пептид-специфичные экспансии Т-клеток. Для этого мы использовали 

РВМС, собранные на 14-й день после вакцинации. Аналогично Спайк-

специфичным культурам, по 3×106 клеток помещали в лунки 24-луночного 

суспензионного планшета (Sarstedt; кат. 83.3922.500) с плотностью 1× 106 клеток 

в лунке, в трех отдельных повторах. Клетки инкубировали в течение 8–10 дней в 

2 мл среды RPMI 1640 с добавлением 10% AB человеческой сыворотки, 1 мМ 

пирувата натрия (ThermoFisher Scientific; кат. 11360-039), интерлейкина-7 (25 

нг/мл), интерлейкина-15 (40 нг/мл) и интерлейкина-2 (50 нг/мл) (Miltenyi Biotec; 

кат. 130-095-363; кат. 130-095-765; кат. 130-097-743). Половину среды заменяли 

в дни 3, 5 и 7. Смесь иммуногенных пептидов Спайк-белка, растворенных в 

ДМСО (Sigma-Aldrich; кат. 472301) или MES-буфере (Sigma-Aldrich; кат. M3671) 

добавляли в 0 день культивации, конечная концентрация каждого пептида в 

среде 10 нг/мл. После пептид-специфичной экспансии мы повторно 

стимулировали части культур (по 1×105 клеток) добавлением единичных 

пептидов, после чего оценивали наличие ответа с помощью ИФА-анализа на 

наличие секретированного IFNγ в культуральной среде (см. раздел 2.11). После 

этого, оставшуюся фракцию клеток делили на равные части, стимулировали 

единичными пептидами, которые вызывали Т-клеточный ответ по результатам 

ИФА-анализа, и проводили анализ AIM (анализ маркеров, индуцированных в 

ответ на активацию) и сортировали активированные Т-клетки (см. раздел 2.12). 

Через 6 месяцев после вакцинации мы также проводили in vitro 

стимуляцию PBMC полноразмерным Спайк-белком для 16 из 17 отобранных 

вакцинированных. Для этого 2-16×106 клеток помещали в лунки 24-луночного 

суспензионного планшета (Sarstedt; кат. 83.3922.500) с плотностью 1×106 

клеток/лунку и инкубировали в 2 мл культуральной среды RPMI 1640 с 

добавлением 10% AB человеческой сыворотки, 1 мМ пирувата натрия 

(ThermoFisher Scientific; кат. 11360-039), интерлейкина-7 (25 нг/мл), 

интерлейкина-15 (40 нг/мл) и интерлейкина-2 (50 нг/мл) (Miltenyi Biotec; кат. 

130-095-363; кат. 130-095-765; кат. 130-097-743) с добавлением рекомбинантного 
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Спайк-белка в конечной концентрации 20 мкг/мл. Через 8-10 дней инкубации мы 

отбирали 1×106 клеток и помещали в реагент TRIzol (Thermo Fisher Scientific; кат. 

15596018) для дальнейшего выделения РНК. 

2.6. Получение и очистка рекомбинантного Спайк-белка 
Последовательность, кодирующая укороченный вариант Спайк-белка 

вируса SARS-CoV-2 (вариант ΔFurin, аминокислоты 1–1213), содержащая 

эктодомен Спайк-белка вместе с C-концевой меткой Gly-Gly-6xHis, была 

клонирована в вектор pMCAG-2T с использованием набора GeneArt Type IIs 

Assembly Kit, BbsI (Thermo Fisher Scientific) в соответствии с инструкциями 

производителя. Рекомбинантный Спайк-белок был экспрессирован в клетках 

Expi293F (Thermo Fisher Scientific), которые были трансфецированы с помощью 

набора для трансфекции ExpiFectamine 293 (Thermo Fisher Scientific) и 

культивированы в среде Expi293 (Thermo Fisher Scientific). Культуральный 

супернатант собирался, центрифугировался, концентрировался в 10 раз и 

проходил диафильтрацию с использованием системы тангенциальной 

фильтрации ÄKTATM flux (Cytiva) с картриджем UFP-10-C-4X2MA. Далее, 50 

объемов сконцентрированного белка смешивали с 3 объемами смолы Ni-NTA-

агарозы (QIAGEN). Смесь смолы переносили в хроматографическую колонку 

Tricorn 10/150 (Cytiva), промывали и элюировали. Элюат диализировался против 

100 объемов PBS с использованием кассет для диализа Slide-A-Lyzer (20K 

MWCO, Thermo Fisher Scientific) (Shomuradova, et al., 2020). 

2.7. Оценка уровня IFNγ в экспандированных культурах и сортировка 
IFNγ+ клеток 

Активация Т-клеток после Спайк-специфичной экспансии из клеток на 14 

день проводилась при помощи оценки уровня секретируемого IFNγ в CD4+ и 

CD8+ Т-клетках с использованием набора IFN-γ secretion assay-detection kit 

(Miltenyi Biotec; кат. 130-090-762) согласно инструкции производителя. Вкратце, 

лунки с культурами после Т-клеточной экспансии с добавленным 

рекомбинантным Спайк-белком вируса SARS-CoV-2 объединяли и считали на 
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клеточном счетчике Luna-II (Logos Biosystems). Далее клетки центрифугировали 

и ресуспендировали в культуральной среде RPMI 1640 (ThermoFisher 

ScientificThermo; кат. 31870025) с добавлением 5% AB человеческой сыворотки 

и 1 мМ пирувата натрия (ThermoFisher ScientificThermo; кат. 11360039), после 

чего разводили средой до плотности 1–10×106 клеток/мл. Клетки повторно 

стимулировались рекомбинантным Спайк-белком в концентрации 20 мкг/мл в 

течение 16 часов в инкубаторе (37°C и 5% СО2). В качестве фидера применяли 

аутологичные PBMC, замороженные в день 0 и добавленные в соотношении 1:2-

1:4. После следовала инкубация с реагентом IFNγ Catchmatrix (Miltenyi Biotec; 

кат. 130-090-762) в течение 5 минут при 4°C (10 мкл реагента на 106 клеток). 

После этого 3×106 клеток переносили в теплую среду (37°C) на 45 минут для 

возобновления секреции IFNγ, промывали холодным PBS с добавлением 2 мМ 

EDTA и 0.05% BSA и окрашивали на поверхностные маркеры в 100 мкл буфера 

с использованием следующих антител: CD3-AF700 (0.6 мкл; клон OKT3; Sony; 

кат. 2186700); CD4-FITC (0.6 мкл; клон RPA-T4; Sony; кат. 2102690); CD8-

PerCP/Cy5.5 (1.25 мкл; клон RPA-T8; Sony; кат. 2105160) и с добавлением анти-

IFNγ-APC реагента (Miltenyi Biotec; кат. 130-090-762) в течение 10 минут при 

4°C. Окрашивание жизнеспособности производили после окрашивания 

поверхностных маркеров с помощью красителя FVD780 eFluor 780 (eBioscience; 

кат. 65-0865-14) в соответствии со стандартным протоколом производителя, как 

было описано в разделе 2.3. 

Популяции CD4+IFNγ+ и CD8+IFNγ+ сортировали для дальнейшего 

выделения РНК непосредственно в реагент TRIzol (Thermo Fisher Scientific; кат. 

15596018) на клеточном сортере FACS Aria III. Для анализа использовали 

программное обеспечение FlowJo (версия 10.6.1) 

2.8. Секвенирование репертуара TCR 
Для каждого вакцинированного готовились по 12 образцов ДНК-

библиотек β-цепей ТКР: тотальные фракции PBMC от каждой из 4 временных 

точек; 2 образца из дубликатов лунок Спайк-стимулированной Т-клеточной 
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экспансии из PBMC, собранных на 14 день; 1 образец из лунки негативного 

контроля; 1 образец из лунки Спайк-специфичной экспансии из PBMC, 

собранных через 6 месяцев; образцы CD4+ и CD8+ IFNγ+ сортированных 

фракций Т-клеток; образцы после эпитоп-специфичной экспансии и сортировки 

клеток после AIM; образец эпитоп-специфичной экспансии до сортировки.  

Библиотеки для секвенирования CD4+ и CD8+ IFNγ+ сортированных 

фракций Т-клеток были приготовлены в соответствии с протоколом Pogorelyy и 

коллег (Pogorelyy et al., 2017). Вкратце, с РНК была синтезирована кДНК с 

использованием ревертазы SmartScribe™ (Clontech; кат. 639538) и 

универсальных праймеров. На 3’-конец кДНК был введен уникальный 

молекулярный идентификатор (UMI), штрих-код, уникальный для каждого 

образца РНК. Выделенная РНК (500 нг для образцов с концентрацией РНК 

больше 90нг/мкл и вся РНК для образцов с меньшей концентрацией) каждого 

образца бралась на этап синтеза кДНК. Далее кДНК каждого образца была 

подвергнута двум этапам ПЦР, количество кДНК на реакцию и циклов 

определялось предварительными тестовыми ПЦР с разным количеством кДНК 

(3 и 5 мкл) и циклов (9, 12 и 15), причем на этапе второй ПЦР на 

противоположный конец ампликона вводился второй штрих-код (индекс), 

уникальный для каждого образца. После каждого этапа проводилась очистка 

продукта с помощью магнитных частиц AMPure XP (Beckman Coulter Life 

Sciences; кат. A63881) по протоколу производителя. Из полученного продукта 3 

мкл бралось на контроль гель-электрофорезом (2% агарозный гель с 

добавлением этидия бромида) и 1 мкл на определение концентрации ДНК с 

использованием настольного флуориметра QuBit 4.0 (Invitrogen) и набора для 

измерения концентрации dsDNA HS Assay Kit (ThermoFisher Scientific; кат. 

Q32854) в соответствии с протоколом производителя. 

Библиотеки ТКР из образцов тотальных фракций и фракций Т-клеточных 

Спайк-специфичных экспансий готовились при помощи Human RNA TCR kit 

(MiLaboratories; кат. THR-002) в соответствии с протоколом производителя. 
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Библиотеки ТКР из образцов эпитоп-специфичных экспансий и AIM-

сортированных клеток готовились из RLT-лизированных клеток, из которых 

выделяли РНК с помощью набора RNeasy (Qiagen; кат. 74004) в соответствии с 

протоколом производителя. Далее, кДНК библиотеки также были приготовлены 

с использованием набора Human RNA TCR Multiplex (MiLaboratories; кат. THR-

002) в соответствии с протоколом производителя. При этом мы проводили 

пулирование образцов. 

Секвенирование производилось на платформе Illumina на приборе MiSeq 

или NextSeq (Illumina). После приготовления библиотек ТКР (β-цепей) они 

смешивались в пропорции, рассчитанной исходя из количества прочтений, 

необходимого на каждый конкретный образец.  

Далее, концентрация смешанной библиотеки измерялась с использованием 

настольного флуориметра Qubit 4.0 (Invitrogen) и набора для измерения 

концентрации dsDNA HS Assay Kit (ThermoFisher Scientific; кат. Q32854) в 

соответствии с протоколом производителя, после чего проводился анализ ДНК 

на 4200 TapeStation System с использованием набора High Sensitivity D1000 

ScreenTape (Agilent Technologies; кат. 5067-5584) в соответствии с протоколом 

производителя. Данный анализ был выполнен чтобы определить среднюю длину 

продукта и оценить его чистоту. Концентрация смешанной библиотеки 

переводилась из нанограмм в наномоль по формуле: 

С	
($$%∗	')

	х	10$, 

где С – концентрация смешанной библиотеки в нг/мкл, 

λ – средняя длина смешанной библиотеки 

 

Далее, библиотеку денатурировали в соответствии с протоколом 

производителя (Illumina). Для этого библиотеки смешивали с 0.2N NaOH и после 

денатурации разбавляли 990 мкл буфера HT1 (Illumina), получая в результате 

библиотеку с требуемой концентрацией. Раствор фага (PhiX Illumina; кат. FC-

110-3001) готовили аналогично, разводя и денатурируя ее по протоколу. Раствор 
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фага смешивался с целевой библиотекой (финальное количество фага 15% - 

20%). Секвенирование проводилось с использованием набора для 

секвенирования MiSeq Reagent Kit v2 (Illumina; кат. MS-102-2002), или NextSeq 

500/550 High Output Kit v2.5 (Illumina; кат. 20024908). После секвенирования 

получали файлы формата FASTQ, рассортированные по индексам. 
 

2.9. Генотипирование HLA 
Для 17 отобранных вакцинированных было проведено генотипирование 

HLA. Для большинства генотипирование проводилось с помощью набора One 

Lambda ALLType (Thermo Fisher Scientific), в котором применяется 

мультиплексная ПЦР для амплификации последовательностей генов HLA-A/B/C 

и от экзона 2 до 3'-UTR генов HLA-DRB1/3/4/5/DQB1. Подготовленные 

библиотеки были запущены на секвенаторе Illumina MiSeq с использованием 

стандартной проточной ячейки с двойным парным секвенированием по 150 

нуклеотидов. Полученные данные были проанализированы с помощью 

программного обеспечения One Lambda HLA TypeStream Visual Software (TSV) 

версии 2.0.0.27232 и базы данных IPD-IMGT/HLA версии 3.39.0.0. Для других 

генотипирование HLA проводилось с использованием секвенирования по 

Сэнгеру для локусов HLA-A, B, C, DRB1 и DQB1 с использованием реагентов 

Protrans S4 и S3. Продукты ПЦР были подготовлены для секвенирования с 

использованием набора BigDye Terminator v1.1 (Thermo Fisher Scientific; кат. 

4337450). Капиллярный электрофорез и секвенирование проводилось на 

генетическом анализаторе Nanophore 05. и анализировалось встроенным 

программным обеспечением.  

HLA-типирование вакцинированных представлено в Таблице 2. 

 

Таблица 2. HLA-типирование отобранных вакцинированных. 
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Код 

H
L

A
-A

 

H
L

A
-B

 

H
L

A
-C

 

H
L

A
-D

R
B

1  

H
L

A
-D

R
B

3 

H
L

A
-D

R
B

4 

H
L

A
-D

R
B

5 

H
L

A
-D

Q
A

 

H
L

A
- D

Q
B

 

H
L

A
-D

PA
 

H
L

A
- D

PB
 

p1752 

02:01:01:01; 
25:01:01:01 

13:02:01:01;  
15:34:01  

04:01:01:06; 
06:02:01:01 

07:01:01:01; 
08:01P 

 

01:03:01; 
01:03:01 

 

02:01:01:01; 
04:01:01:01  

02:02; 
04:02:01:04  

01:03:01; 
01:03:01 

03:01P; 
04:02P 

p1753 

24:02:01; 
25:01:01:01  

18:01:01;  
18:01:01:52  

07:01:01; 
12:03:01:01  

01:01:01; 
11:01:01:01 

02:02:01:02 

  

01:01:01; 
05:05:01:02 

03:01P; 
05:01:23 

01:03:01; 
01:02:01:04  

04:01:01; 
04:01:01 

p1757 

02:01:01:01; 
32:01:01:01  

15:17:01:02; 
41:01:01:01  

07:01:01:01; 
17:01:01:02  

07:01:01:01; 
13:02:01:01 

   

01:02:01:01; 
02:01:01:01  

03:03:02:01; 
06:04:01  

  

p1765 
03:01:01:01; 
33:01:01:01  

35:01/08/11/
; 

40:01/07/22
N

 

03:04:01:01; 
04:01:01:01  

01:01:01; 
13:02:01:01  

   

01:01:01:01; 
01:02:01:01  

05:01:01:01; 
06:04:01  

  

p1769 

02:01:01:01; 
26:01:01:01 

08:01:01:01; 
35:02/03/04/

06 

06:02:01:01; 
07:01:01:01 

10:01:01:01; 
11:01:01:01 

   

01:01:01:01; 
05:05:01:01 

03:01:01:01; 
05:01:01:01  

  

p1771 

03:01:01:01; 
03:01:01:01 

07:02/05/06; 
15:73:01/02 

03:03:01:01; 
07:02:01:01 

11:01:01:01; 
15:01:01:01 

   

01:02:01:01; 
05:05:01:01 

03:01:01:01; 
06:02:01:01 

  

p1775 

02:01:01:01; 
02:01:01:01 

13:02:01:01;  
15:01:01:04 

04:01:01:06; 
06:02:01:01 

07:01:01:01; 
15:01:01 

 

01:03:01  

01:01:01:01 

01:02:01:10; 
02:01:01:01 

02:02; 
06:02:01  

01:03:01:04; 
02:01:01:03 

04:01:01; 
17:01:01  
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p1776 

01:01:01:01; 
26:01:01:01 

38:01:01:01; 
39:01:01  

04:01:01:06; 
12:03:01  

04:02:01; 
11:01:01:01  

02:02:01:04 

01:03:01:10 

 

03:01:01:01; 
05:05:01:02 

03:01P; 
03:02P 

01:03:01:04; 
01:03:01:04 

04:01:01:02; 
04:01:01 

p1780 

24:02:01:01; 
30:01:01:01 

27:02:01:01; 
35:03:01:03 

02:02:02:03; 
04:01:01 

04:03:01:01; 
16:01:01 

 

01:03:01 

02:02:01 

01:02:02:01; 
03:01:01:01 

03:02P; 
05:02P 

01:03:01; 
01:03:01 

03:01P; 
04:02P 

p1782 

02:01:01:01; 
02:01:01:01  

40:02:01;  
57:01:01:01  

02:02:02:02; 
06:02:01:01  

07:01:01:01; 
15:01:01:01  

 

01:03:01  

01:01:01:01  

01:02:01:01; 
02:01:01:01  

02:02; 
06:02:01  

01:03:01; 
02:01:02:02 

01:01:01; 
04:02:01  

p1787 

03:01:01:01; 
68:02:01:01 

07:02:01:03;  
14:02:01:01 

07:02:01:03; 
08:02:01:01 

13:03:01; 
15:01:01 

01:01:02:03 

 

01:01:01:01 

01:02:01; 
05:05:01:13 

03:01P; 
06:03 

01:03:01; 
02:01:01:02 

02:01/352:0
1:02; 

14:01:01/65
1:01 

p1790 
01:01:01:01; 
03:01:01:01 

07:02:01:01; 
13:02:01:01 

06:02:01:01; 
07:02:01:03 

07:01:01:01; 
11:04:01:01 

02:02:01:04 

01:03:01 

 

02:01:01; 
05:05:01:02 

02:02; 
03:01P  

01:03:01; 
02:01:01:03 

04:02P; 
17:01P  

p1792 

03:01:01:01; 
25:01:01:01  

07:02:01:01; 
15:01:01:01  

03:03:01; 
07:02:01:03  

07:01:01:01; 
15:01:01:01  

 

01:03:01:02  

01:01:01:01  

01:02:01:01; 
02:01:01:01  

03:03:02:01; 
06:02:01 

01:03:01; 
01:03:01 

04:01P/02P; 
04:01P/02P  

p1800 

01:01:01:01; 
26:01:01:01 

14:02/03/05; 
41:01/06 

08:02:01:01; 
17:01:01:02  

01:02:01:01; 
07:01:01:01  

   

01:01:01:01; 
01:01:01:01 

03:03:02:01; 
05:01:01:01  

  

p1802 

24:02:01; 
25:01:01:01 

07:02/05/06; 
18:01/03 

07:02:01:01; 
12:03:01:01 

04:01:01:01; 
15:01:01:01 

   

01:02:01:01; 
03:01:01 

03:02:01:01; 
06:02:01:01 
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p1810 

02; 03 

18; 35 

03:03:01; 
07:01:01  

08:01P; 
11:01:01:03  

02:02:01; 
02:02:01  

  

04:01:01:03; 
05:05:01:02 

03:01P; 
04:02:01:04 

01:03:01; 
01:03:01 

04:01:01; 
04:01:01 

p1813 

02; 03 

07:02/05/06/
07; 

51:01/02/03/
09  

/19/21/23 

01; 07  

01; 15  

   

01; 01  

05; 06  

  

2.10. Пептиды из Спайк-белка SARS-CoV-2 
В анализ было включено 13 иммуногенных эпитопов Спайк-белка (Titov, 

et al., 2022). Подробная информация о выбранных пептидах приведена в Таблице 

3. Лиофилизированные пептиды были синтезированы компанией Peptide 2.0 с 

минимальной чистотой 95%. Пептиды, содержащие Cys и/или Met, были 

разведены в смеси PBS/изопропанол (1:1) с финальными концентрациями до 10–

25 мМ. Другие пептиды разводились в DMSO (Sigma-Aldrich; кат. 472301) с 

финальной концентрацией до 30–40 мМ. 

В таблице отражена последовательность аминокислот каждого пептида, 

его позиция в Спайк-белке, основная рестрицирующая аллель (аллель, в которой 

было показана презентация и распознавание пептида), а также были предсказаны 

дополнительные связывающие аллели MHC алгоритмом NetMHCpan 4.1 

(ранг < 2) (Reynisson et al., 2020). 

Таблица 3. Список используемых пептидов из Спайк-белка 

Последовательность 
пептида 

Позиции в 
Спайк-
белке 

Рестрицирующая 
HLA аллель 

Количество 
предсказанных 

дополнительных 
аллелей 

FCNDPFLGVY 135-144 B*15:01/B*35:01/A*
02:01 3 

LPQGFSAL 216-223 B*08:01/B*07:02 5 
YLQPRTFLL 269-277 A*02:01 17 
VRFPNITNL 327-335 B*13:02 13 

KCYGVSPTK 378-386 A*03:01/A*11:01 3 
LTDEMIAQY 865–873 HLA-A*0101 14 
GRLQSLQTY 999-1007 B*27:05 6 
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RLQSLQTYV 1000-1008 A*02:01/B*13:02/A*
02:03 7 

QYIKWPWYI 1208-1216 HLA-A*24:02 8 

IEDLLFNKVTLADAG 818-832 DRB3*02:02/DRB4*
01:03 5 

QQLIRAAEIRASANL 1010-1024 DRB4*01:03/DQB1*
03:01/DQB1*03:02 6 

ISGINASVVNIQKEI 1169-1183 DQA1*05:01/DQB1*
03:01 6 

LDKYFKNHTSPDVDL 1200-1214 DRB1*04:05/HLA-
DRB1*13:02 4 

2.11. Иммуноферментный анализ 
Анализ пептид-специфичного Т-клеточного ответа после экспансии 

проводился с использованием набора для ИФА-анализа на человеческий IFNγ 

(Вектор-Бест; кат. A-8752). Культуры Т-клеток после экспансии с добавлением 

пептидов переносили в пробирки, центрифугировали и ресуспендировали в 

культуральной среде AIM V (Thermo Fisher Scientific; кат. 31035-025), после чего 

переносили в лунки 96-луночного планшета с U-образным дном в плотности 

1×105 клеток/лунка в объеме 200 мкл. В каждую лунку добавляли 

индивидуальные пептиды с финальной концентрацией 1 мкМ. Для каждого 

вакцинированного добавляли только те пептиды, для которых была показана или 

предсказана возможность связывания с его аллелями HLA. Через 16 часов 

инкубации клеточная среда (супернатант) использовалась для проведения ИФА. 

Среду инкубировали в планшетах ИФА в течение 1 часа на комнатной 

температуре с перемешиванием. Далее, планшеты трижды промывали буфером 

для промывки, после чего инкубировали 1 час с раствором биотинилированного 

антитела, после трижды промывали буфером для промывки. Затем в лунки 

планшета добавляли стрептавидин-HRP и инкубировали в течение 30 минут, 

после чего трижды промывали. Цветовая реакция начиналась после добавления 

буфера TMB на 15 минут. Реакцию останавливали Стоп-реагентом. Оптическая 

плотность измерялась с помощью микропланшетного фотометра Multiskan™ FC 

(Thermo) с использованием фильтров 450 нм и 650 нм. Среднее значение двух 

значений OD для каждого образца делили на среднее значение двух значений OD 
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положительного контроля, входящего в состав набора, и использовали в качестве 

индекса позитивности. 

2.12. Анализ маркеров активации (AIM) 
Наличие пептид-специфичных Т-клеток в культурах после пептид-

специфичной экспансии оценивалось с использованием анализа маркеров 

активации (AIM). После экспансии Т-клеток в культурах с добавленной смесью 

из 13 иммуногенных пептидов, клетки переносили в пробирки, 

центрифугировали и ресуспендировали в культуральной среде RPMI 1640 

(ThermoFisher ScientificThermo; кат. 31870025) с добавлением 5% AB 

человеческой сыворотки и 1 мМ пирувата натрия (ThermoFisher ScientificThermo; 

кат. 11360039). Далее по 1×106 клеток переносили в лунки 96 луночного 

планшета с U-образным дном. В каждую лунку добавляли индивидуальные 

пептиды с финальной концентрацией 1 мкМ. Для каждого вакцинированного 

добавляли только те пептиды, которые могли иметь возможность связывания с 

его аллелями HLA согласно предсказаниям алгоритма NetMHCpan 4.1 или 

литературным данным. Через 24 часа инкубации (37°C и 5% СО2) клетки 

промывали холодным PBS с добавлением 2 мМ EDTA и 0.05% BSA и 

окрашивали на поверхностные маркеры и маркеры активации в 100 мкл буфера 

20 минут при 4°C следующей смесью антител: CD3-AF700 (0.6 мкл; клон OKT3; 

Sony; кат. 2186700), CD4-BV510 (2.5 мкл; клон OKT4; Sony; кат. 2187220), CD8-

APC (1.25 мкл; клон SK1, BD Biosciences; кат. 345775), CD137-PE (1.25 мкл; клон 

4B4-1; Sony; кат. 2149020), CD69-FITC (2.5 мкл; клон FN50; Sony; кат. 2154520) 

и OX40(CD134)-BV650 (2.5 мкл; клон ACT35; BD Biosciences; кат. 563658). 

Затем проводили окрашивание на жизнеспособность с использованием 

красителя FVD780 eFluor 780 (eBioscience; кат. 65-0865-14) в соответствии со 

стандартным протоколом производителя. Популяции CD4+CD134+CD137+ и 

CD8+CD69+CD137+ сортировались для дальнейшего выделения РНК в реагент 

RLT (Qiagen) с использованием клеточного сортера FACS Aria III. Данные 

анализировались с помощью программного обеспечения FlowJo (версия 10.6.1). 
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Перед сортировкой из эпитоп-специфичных экспансий отбирались 

образцы по 1×105 клеток для дальнейшего выделения РНК в реагент RLT 

(Qiagen).  

2.13. Анализ репертуара ТКР 
Данные репертуара β-цепей ТКР анализировали с помощью программного 

обеспечения MIXCR (Bolotin et al., 2015), MIGEC (Shugay et al., 2014) и VDJtools 

(Shugay et al., 2015). Определяли чтения последовательностей, принадлежащих к 

одной группе уникальных молекулярных идентификаторов (UMIs) - Molecular 

Identifier Group (MIG), путем маркировки одинаковыми уникальными 

молекулярными идентификаторами (UMIs). Идентичные и высоко схожие 

последовательности из объединенных MIG считались представляющими 

уникальные клонотипы, которые были далее использованы для анализа. 

При оценке достоверности клонотипы CD4+/CD8+ были определены как 

обогащенные если их частота была как минимум в 3 раза выше в фракции 

CD4+/CD8+ IFNγ + по сравнению с популяцией в негативном контроле, если их 

размер составлял как минимум 4 UMI и их частота была как минимум в 20 раз 

выше в Спайк-специфичной культуре, чем в образце тотальной фракции PBMC 

из крови через 6 месяцев после вакцинации.  

Последовательности ТКР, полученные из AIM-сортированных клеток, 

были демультиплексированы после секвенирования путем пересечения с 

образцами экспансий до сортировки. В анализ были взяты только 75% наиболее 

частых клонов из образцов экспансий и 25% наиболее частых из пуллированных 

образцов. Эпитоп-специфичные клонотипы были идентифицированы, если они 

были найденные только в образце экспансии одного вакцинированного или если 

их частота в образце одного вакцинированного была как минимум в 10 раз выше 

чем в экспансии другого. Были удалены клонотипы, идентифицированные нами 

как антиген-специфичные к нескольким антигенам, и если их частота в Спайк-

специфичной экспансии из образца через 6 месяцев после вакцинации была 

менее чем в 20 раз выше, чем в тотальном репертуаре через 6 месяцев. 
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Эпитоп-специфичные последовательности ТКР сопоставлялись с данными 

из открытых баз данных VDJdb и ImmunoCODE с помощью инструмента 

VDJmatch, с максимальным расстоянием Хэмминга = 2. Графики строились с 

использованием пакета R "igraph" версии 1.2.6. 

2.14. Статистический анализ 
Индекс разнообразия Шэннона был рассчитан с использованием ПО 

Python3. Расчёт статистической значимости и вычисление корреляции Спирмена 

выполнялись с помощью программного обеспечения GraphPad Prizm 8. 

Ассоциация между наличием кластеризованных ТКР и HLA-аллелями была 

рассчитана с использованием теста Фишера с помощью библиотеки SciPy для 

Python3. Предсказание связывания набора пептидов с молекулами HLA I и II 

классов вакцинированных было проведено с помощью NetMHCpan 4.1. Данные 

представлены в виде медианы ± IQR; *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001, ****p ≤ 

0,0001. Значение p < 0,05 считалось статистически значимым. 

2.15. Используемые Интернет-ресурсы 
Аффинность пептидов к аллелям HLA была предсказана с помощью 

алгоритма NetMHCpan 4.1 (https://services.healthtech.dtu.dk/service.php?NetMHC 

pan-4.1). Полученные в работе последовательности эпитоп-специфичных ТКР 

сопоставляли с наборами аннотированных последовательностей из баз данных 

ImmunoCODE Multiplex Identification of T cell Receptor Antigen Specificity 

(MIRA) (Snyder et al., 2020) и VDJdb (http://vdjdb.cdr3.net) (Shugay et al., 2018; 

Bagaev et al., 2020) с использованием инструмента VDJmatch с максимальным 

расстоянием Хэмминга = 2. Графики строились с использованием пакета R 

"igraph" версии 1.2.6. 

Исходные наборы данных секвенирования ТКР, представленные в данной 

работе, выложены в онлайн базе данных ENA - European Nucleotide Archive и 

доступны по ссылке (https://www.ebi.ac.uk/ena/browser/view/PRJEB71810). 
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3. Результаты 

3.1. Ex vivo оценка иммунного ответа на вакцину Ad5-nCoV 
демонстрирует детектируемый Спайк-специфичный Т-
клеточный ответ. 

В данном исследовании мы оценивали клональную структуру и динамику 

репертуара антиген-специфичных Т-клеточных рецепторов у добровольцев, 

однократно вакцинированных от COVID-19 вакциной на основе аденовирусного 

вектора или получивших плацебо.  

В первую очередь, Т-клеточный ответ после вакцинации оценивался 

методом ELISPOT. В каждой временной точке мы производили подсчет 

количества пятен, образованных Т-клетками периферической крови, 

секретирующими IFNγ при ex vivo стимуляции антигеном. В день вакцинации 

(День 0) группа плацебо-вакцинированных добровольцев, как и группа Ad5-

nCoV-вакцинированных демонстрировали отсутствие ответа при стимуляции Т-

клеток полноразмерным рекомбинантным Спайк-белком или пулом 

перекрывающихся пептидов из Спайк-белка (Рисунок 2А, Б). Через 14 дней 

после вакцинации уровень ответа существенно изменился – в группе 

вакцинированных среднее число пятен составило по медиане 107,6 и 110,8 при 

стимуляции полноразмерным белком или пулом пептидов, соответственно, в то 

время как в группе плацебо медиана ответа статистически отличалась и была 

равна 0 независимо от используемого антигена (p < 0,0001) (Рисунок 2А, Б). 

Через 28 дней после вакцинации различие между группами сохранялось, 

демонстрируя медианы 1,6 точек в группе плацебо и 19,9 точек в группе 

вакцинированных добровольцев при обоих вариантах антигенной стимуляции (p 

= 0,0004 при стимуляции Спайк-белком, и 0.0002 при стимуляции пулом 

пептидов). Через 6 месяцев после вакцинации интенсивность Т-клеточного 

ответа снижалась (медиана 18,3 и 6,67 при стимуляции Спайк-белком и пулом 

пептидов), но среди вакцинированных оставалась выше, чем в группе 

получивших плацебо (медиана 3,3 и 2,5; p = 0,0429 и 0,3417) (Рисунок 2А, Б). 
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Рисунок 2. Пик Т-клеточного ответа детектируется на 14 день после 

вакцинации. Уровень Т-клеточного ответа на рекомбинантный Спайк-белок 
(А), или на пул перекрывающихся пептидов из Спайк-белка (Б), измеренный 
методом ELISPOT среди вакцинированных и плацебо-вакцинированных 
добровольцев в 4-х временных точках. Каждая точка на графике отражает 
результат, полученный для каждого добровольца, нормированный на 106 Т-
клеток. На графиках отложены медианы распределений. Для оценки 
статистической значимости применялся тест Манна-Уитни. 

 

Параллельно с методом ELISPOT, нами производилась оценка 

интенсивности ex vivo Т-клеточного иммунного ответа при измерении уровня 

внутриклеточной продукции цитокинов IFNγ и TNF методом проточной 

цитометрии. Стимуляция клеток производилась пулом пептидов из Спайк-белка, 

стратегия гейтинга клеток представлена в Приложении, Рисунок 22. Были 

получены сходные результаты: на 14-й и 28-й дни продукция IFNγ среди 

субпопуляций CD4+ и CD8+ Т-клеток была значительно выше в группе 

вакцинированных, чем в группе плацебо (p < 0,0001 на 14 день, p = 0,0051 и 0,003 

на 28 день для CD4+ и CD8+ соответственно) (Рисунок 3А, Б, Таблица 4). 

Значимое различие также было продемонстрировано при оценке 

внутриклеточной продукции TNF после стимуляции, но только для 

субпопуляции CD4+ Т-клеток на 14-й день (p = 0,0093) (Рисунок 3В, Таблица 5). 

Для субпопуляции CD8+ Т-клеток статистически значимого различия между 

группами на 14 день достигнуто не было (p = 0,112) (Рисунок 3Г). Также 

значимые различия между группами отсутствовали в остальных временных 
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точках для CD8+ клеток. Более высокий уровень экспрессии TNF CD4+ Т-

клетками по сравнению с CD8+ после вакцинации Ad5-nCoV была показана 

ранее и может объясняться ролью CD4+ Т-клеток в стимуляции формирования 

гуморального ответа (Cao et al., 2021, Qiu et al., 2023, Zhu, et al., 2020b). 

Отсутствие статистической значимости в нашем случае также может 

объясняться недостаточностью выборки.  

 
Рисунок 3. Уровень продукции цитокинов свидетельствует о пике Т-
клеточного ответа на 14 день после вакцинации. Оценка внутриклеточной 
продукции IFNγ среди CD4+ (А) и CD8+ (Б) Т-клеток, и продукции TNF среди 
CD4+ (В) и CD8+ (Г) Т-клеток после стимуляции пулом пептидов из Спайк-белка 
методом проточной цитометрии. Оценка проведена для вакцинированных и 
плацебо-вакцинированных в 4х временных точках. Каждая точка на графике 
отражает результат, полученный для каждого добровольца. На графиках 
отложены медианы. Для оценки статистической значимости применялся тест 
Манна-Уитни.  
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Таблица 4. Результаты оценки продукции внутриклеточного IFNγ методом 
проточной цитометрии. 
Точка 
анализа 

Группа Процент CD4+ IFNγ+ клеток Процент CD8+ IFNγ+ клеток 
Медиана 
ответа, % 

IQR  p-value Медиана 
ответа, % 

IQR  p-value 

День 0 

Вакц.* 0,00147 0,0001-
0,0032 0,0999 

0,00274 0,0001-
0,0095 0,6703 Плацебо 0,0001 0,0001-

0,0018 0,0001 0,0001-
0,0087 

День 14 

Вакц. 0,00982 0,0061-
0,0183 <0,0001 

0,0285 0,014-
0,13 <0,0001 Плацебо 0,00135 0,0011-

0,0026 0,00762 0,0038-
0,0145 

День 28 

Вакц. 0,0036 0,0016-
0,0062 0,0051 

0,019 0,0115-
0,0665 0,003 Плацебо 0,0014 0,0001-

0,0031 0,009625 0,0023-
0,0205 

6 месяц 

Вакц. 0,00478 0,0019-
0,0093 0,7042 

0,045 0,0235-
0,0795 0,8973 Плацебо 0,002625 0,0015-

0,0086 0,0375 0,024-
0,105 

 

Таблица 5. Результаты оценки продукции внутриклеточного TNF методом 
проточной цитометрии. 
Точка 
анализа 

Группа Процент CD4+ IFNγ+ клеток Процент CD8+ IFNγ+ клеток 
Медиана 
ответа, % 

IQR  p-value Медиана 
ответа, % 

IQR  p-value 

День 0 

Вакц.* 0,012 0,005-
0,028 0,068 

0,00488 0,0001-
0,022 0,282 Плацебо 0,00528 0,0012-

0,02 0,00187 0,0001-
0,016 

День 14 

Вакц. 0,0215 0,01-
0,034 0,0093 

0,014 0,0066-
0,0353 0,112 Плацебо 0,0072 0,0043-

0,0195 0,00678 0,0036-
0,0175 

День 28 

Вакц. 0,026 0,012-
0,042 0,7853 

0,00862 0,006-
0,0335 0,2155 Плацебо 0,018 0,0099-

0,0423 0,007515 0,0039-
0,0173 

6 месяц 

Вакц. 0,012 0,0071-
0,025 0,7694 

0,024 0,01-
0,0565 0,687 Плацебо 0,00983 0,0015-

0,0086 0,0295 0,0128-
0,0593 

*Вакц. – группа вакцинированных добровольцев 
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При анализе динамики ответа Т-клеток мы наблюдали статистически 

значимое различие ответов между 0 и 14-м днем среди всех вакцинированных 

при оценке методами ELISPOT или проточной цитометрии (p < 0,0001) (Рисунки 

2 и 3). Мы также наблюдали снижение уровней Т-клеточной активации через 6 

месяцев после вакцинации, но для большинства групп сохранялось 

статистическое различие с днем 0 (p <0,0001), в том числе при стимуляции 

пулами пептидов и оценке методом ELISPOT (p = 0,0005), но не при оценке 

уровня TNF, продуцируемого CD4+ Т-клетками (p = 0,9149).  

Параллельно с оценкой уровня Т-клеточного ответа после вакцинации, в 

рамках клинического исследования эффективности вакцины проводилась оценка 

развития гуморального ответа после вакцинации на базе ФГБУ «НИИ им. А.А. 

Смородинцева» на анализируемой нами когорте добровольцев. Мы сравнили 

полученные титры IgG антител с эффективностью формирования Т-клеточного 

ответа (Рисунок 4). На 14 день после вакцинации Ad5-nCoV, мы не наблюдали 

значимой корреляции между выработкой цитокинов, измеренной с помощью 

ELISPOT или проточной цитометрии, и уровнями антител против RBD-домена 

или всего Спайк-белка. При этом для CD4+ Т-клеток экспрессия IFNγ и TNF 

имела тенденцию к обратной корреляции с гуморальным ответом. Мы также 

обнаружили корреляцию между уровнем вырабатываемого Т-клетками IFNγ 

после стимуляции пулом пептидов (метод ELISPOT) и оценкой уровня IFNγ 

проточной цитометрией для CD4+ и CD8+ клеток (коэффициенты Спирмена = 

0,39 и 0,57; p = 0,0067 и 0,00003) (Рисунок 4). 
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Рисунок 4. Отсутствие прямой корреляции между гуморальным и Т-

клеточным ответом на Спайк-белок после вакцинации аденовирусным 
вектором. Матрица корреляции Спирмена между уровнями Т-клеточного 
ответа, измеренного методом проточной цитометриии и ELISPOT, и уровнями 
анти-Спайк и анти-RBD антител для всех вакцинированных участников. *р ≤ 
0,05; **р ≤ 0,01; ***р ≤ 0,001; ****р ≤ 0,0001 

 

Таким образом, полученные нами данные демонстрируют развитие ex vivo 

детектируемого Т-клеточного ответа в периферической крови здоровых 

добровольцев после вакцинации Ad5-nCoV, с развитием пика к 14 дню и 

постепенным снижением интенсивности к 6 месяцу после вакцинации.  

3.2. После вакцинации формируется поликлональный CD4+ 
и олигоклональный CD8+ Спайк-специфичный Т-клеточный 
ответ. 

Далее нами была сформирована задача определения и описания антиген-

специфичных Т-клеток и их рецепторов, которые активируются у здоровых 

добровольцев после вакцинации вектором Ad5-nCoV, кодирующим Спайк-белок 

вируса SARS-CoV-2. На основании анализа последовательностей β-цепей ТКР 
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мы идентифицировали уникальные клонотипы Т-клеток, задействованные в 

развитии вакцино-индуцированного Т-клеточного ответа. Для этого мы 

проводили антиген-специфичные экспансии Т-клеток периферической крови с 

добавлением рекомбинантного полноразмерного Спайк-белка (раздел 2.5 и 2.7). 

После культивации, клетки повторно стимулировались, после чего 

сортировались секретирующие IFNγ клетки для последующего секвенирования 

β-цепей репертуара Т-клеточных рецепторов и идентификации Спайк-

специфичных клонотипов (Рисунок 1, красная область). Стратегия гейтинга для 

отбора активированных клеток после рестимуляции их сортировки представлена 

в Приложении, Рисунок 23. 

Рестимуляция Спайк-специфичных культур приводила к более 

интенсивному ответу CD4+, чем CD8+ T-клеток, что отразилось в количестве 

отсортированных и анализированных клеток. В группе вакцинированных 

медиана ответа CD4+ IFNγ+ клеток после рестимуляции составляла 0,46%, в то 

время как в группе плацебо-вакцинированных ответ был в 20 раз ниже (медиана 

0,002%, p < 0,0001) (Рисунок 5). Аналогично, медиана ответа CD8+ IFNγ+ клеток 

у вакцинированных составляла 0,18%, тогда как медиана в группе плацебо 

составляла 0,001%. 

В ходе исследования мы оценивали интенсивность ответа после Спайк-

специфичной экспансии до того, как с анализируемых когорт было снято 

ослепление. Поэтому для дальнейшего анализа структуры репертуара Т-

клеточных рецепторов нами были отобраны 17 добровольцев (Отобранные 

вакцинированные) по следующим сформированным критериям: детектирован 

высокий CD4+ и CD8+ T-клеточный ответ после Спайк-специфичной экспансии 

Т-клеток (более 0,3% IFNγ+ клеток в популяции CD4+ или CD8+) (Рисунок 5); 

было получено >100 отсортированных IFNγ+ CD4+ и CD8+ Т-клеток после 

экспансии; и были доступны замороженные образцы PBMC в трех первых 

временных точках. В дальнейшем, после снятия ослепления, мы подтвердили, 

что все 17 отобранных добровольцев были вакцинированы Ad5-nCoV.  
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Рисунок 5. Ответы CD4+ Т-клеток после Спайк-специфичной экспансии 
более интенсивные, чем CD8+. Процент IFNγ+ клеток среди CD4+ и CD8+ Т-
клеток из Спайк-специфичных культур после рестимуляции с учетом значений, 
полученных в контрольных лунках без стимуляции. Цветом отражены значения, 
полученные для отобранных вакцинированных (синий), остальных 
вакцинированных (голубой) и в группе плацебо (серый). Для оценки 
статистической значимости применялся тест Манна-Уитни. 
 

После раскрытия ослепления с исследуемых когорт мы решили убедиться 

в отсутствии различий при ex vivo оценке Т-клеточного ответа среди когорт 

вакцинированных. Как и вся когорта вакцинированных добровольцев, 

отобранные согласно сформированным критериям вакцинированные, 

демонстрировали более интенсивный Т-клеточный ответ по сравнению с 

группой плацебо-вакцинированных при стимуляции полноразмерным Спайк-

белком или пулом пептидов из Спайк-белка при оценке методом ELISPOT 

(Приложение, Рисунок 24А, Б). При этом медианы ответа отобранных 

вакцинированных статистически не отличались от медианы ответа остальных 

вакцинированных на всех временных точках. Аналогичные наблюдения мы 

сделали при ex vivo оценке уровня внутриклеточного IFNγ после стимуляции для 

CD4+ и CD8+ Т-клеток методом проточной цитометрии (Приложение, Рисунок 
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24В, Г). Таким образом, мы подтвердили, что отобранные нами добровольцы 

действительно были вакцинированы Ad5-nCoV, и при этом не отличались от 

остальных вакцинированных в ex vivo экспериментах по оценке уровня Т-

клеточного ответа. Однако стоит отметить, что в виду затруднительности 

изучения структуры репертуара Т-клеточных рецепторов у людей с низким 

Спайк-специфичным ответом полученные далее результаты не могут быть 

однозначно экстраполированы на всех вакцинированных людей. 

Как было описано ранее, для определения аминокислотных 

последовательностей Т-клеточных рецепторов, задействованных в 

распознавании Спайк-белка, мы проводили секвенирование ДНК-библиотек 

CDR3 участков β-цепей ТКР. Для отслеживания динамики клонотипов мы 

проводили секвенирование Т-клеток периферической крови в каждой временной 

точке (Рисунок 1, зеленая область). Изначально мы планировали 

идентифицировать клонотипы, которые возникли в периферической крови 

вакцинированных после вакцинации, и для этого провели прямое сравнение 

репертуаров CDR3 периферической крови. Мы анализировали клонотипы, 

которые были обнаружены в периферической крови после вакцинации, но 

отсутствовали в день 0. Обнаруженные нами клонотипы, соответствующие этим 

параметрам, мы далее называем Вак-клонотипы. Клонотипы, которые были 

обнаружены в образцах крови во всех временных точках мы далее называем 

убиквитарными, а клонотипы, обнаруженные только в одном конкретном 

образце, мы обозначили, как уникальные. Сначала мы оценили средние частоты 

этих групп клонотипов во всех секвенированных фракциях для каждого 

вакцинированного добровольца в Т-клеточных культурах без добавления Спайк-

белка (Контроль), в культурах с добавлением Спайк-белка (Лунки экспансий), в 

отсортированных фракциях Т-клеток (сортированные CD4+ и CD8+) и в Спайк-

специфичной экспансии без рестимуляции из образцов через 6 месяцев после 

вакцинации (Рисунок 6А). 
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Рисунок 6. Частоты идентифицированных групп клонотипов в различных 
образцах демонстрируют необходимость более строгой идентификации 
Спайк-специфичных клонотипов. Распределение частот (А) 
идентифицированных Вак-клонотипов (оранжевые), убиквитарных (зеленые) и 
уникальных (серые) в различных образцах репрезентативного вакцинированного 
p1800. Каждый столбец гистограммы отражает долю группы клонотипов в 
каждой секвенированной и проанализированной фракции после Т-клеточной 
экспансии с обогащением клонотипов или без него. Суммарные нормированные 
частоты (Б) групп убиквитарных и Вак-клонотипов по всем вакцинированным в 
различных образцах. На графике отложены медианы. Для оценки статистической 
значимости применялся тест Манна-Уитни. Контроль (-) – культуральная лунка 
без антигенной стимуляции; Лунка эксп. – усредненные частоты клонотипов из 
двух лунок Спайк-специфичной Т-клеточной экспансии; Лунка обогащ. – 
частоты клонотипов из лунок экспансии, прошедших биоинформатическое 
обогащение против контрольной лунки; CD4+ и. CD8+ сорт. – частоты, 
полученные из сортированных IFNγ+ фракций; CD4+ и. CD8+ обогащ. – частоты 
клонотипов из сортированных фракций, прошедших обогащение; Спайк-эксп. 
6М – частоты клонотипов из образца Спайк-специфичной экспансии Т-клеток, 
полученных через 6 месяцев после вакцинации. 
 

Такой подход, вероятно, выявляет наряду со специфичными к вацине 

клонотипами значительную долю иррелеватных клонотипов. Убиквитарные и 

уникальные клонотипы занимали значительную часть репертуаров ТКР как в 

образцах из лунок экспансий Т-клеток, собранных как на 14 день, так и 

собранных через 6 месяцев, а также в отсортированных фракциях CD4+ и CD8+ 

IFNγ+ Т-клеток у большинства отобранных вакцинированных (Рисунок 6А, 

Приложение, Рисунок 25). Убиквитарные клонотипы, ожидаемо, составляют 

существенную долю репертуаров ТКР контрольных лункок без антигенной 

стимуляции всех вакцинированных (Контроль -), занимая от 18,8% до 85,7% 
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(медиана 57,8%). В присутствии Спайк-белка в лунках доли убиквитарных и 

Вак-клонотипов выравнивались (Рисунок 6Б). При этом Вак-клонотипы 

суммарно занимали менее половины долей репертуаров из лунок Т-клеточных 

экспандированных культур, что свидетельствует о значительной активации и 

размножении неспецифичных клонов в культурах под действием цитокинов 

(Рисунок 6Б). Сортировка активированных CD4+ IFNγ+ Т-клеток из культур 

после рестимуляции оказалась эффективной для увеличения доли Вак-

клонотипов, в то время как среди отсортированных CD8+ IFNγ+ Т-клеток по-

прежнему содержалась значительная доля убиквитарных клонотипов. 

Полученное соотношение убиквитарных и Вак-клонотипов 

продемонстрировало необходимость ввода ряда дополнителных критериев для 

наиболее достоверной идентификации Спайк-специфичных клонотипов после 

вакцинации. 

Чтобы уменьшить количество неспецифичных клонотипов, и увеличить 

долю индуцированных вакциной CD4+/CD8+ клонотипов, мы взяли в 

дальнейший анализ только такие последовательности β цепей ТКР, для которых 

размер составлял ≥4 UMI в образце Т-клеточных культур (см. раздел 2.13), и 

которые были обогащены как минимум в 3 раза по сравнению с лункой 

отрицательного контроля. Обогащение было проведено для всех клонотипов из 

лунок стимулированных культур, а также для всех ТКР, полученных из 

отсортированных фракций IFNγ+ CD4+ и CD8+ Т-клеток (Рисунок 7).  

Введение этих критериев значительно уменьшило долю убиквитарных 

клонотипов без существенной потери Вак-клонотипов. Тенденция к увеличению 

доли Вак-клонотипов после обогащения наблюдалась, в частности, в 

отсортированных фракциях CD4+ и CD8+ Т-клеток (Рисунок 6Б, Рисунок 8). 

Несмотря на различие в исходном количестве активированных и 

отсортированных после рестимуляции Т-клеток, медиана суммарных частот Вак-

клонотипов для фракций CD4+ и CD8+ была примерно одинаковой, хотя для 

CD8+ наблюдался больший разброс частот (Рисунок 8А). Обратную картину 

распределения суммарных частот, как и ожидалось, мы наблюдали для 
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убиквитарных клонотипов - в обогащенных фракциях их стало значительно 

меньше (Рисунок 8Б). 

 

 
Рисунок 7. Обогащение позволяет анализировать антиген-

специфичные клонотипы, прошедшие экспансию. Репрезентативные графики 
обогащения клонотипов из лунок Спайк-специфичной экспансии (А), и из 
фракций сортированных CD4+ (Б) и CD8+ (В) клонотипов для 
вакцинированного добровольца p1800. Каждая точка на графике отражает 
частоту CDR3β последовательности в Спайк-стимулированных культуральных 
лунках, против частоты в контрольной лунке без антигенной стимуляции. 
Красные точки демонстрируют обогащенные клонотипы в лунках с антигеном, , 
черные – не обогатившиеся клонотипы. 



74 

 
Рисунок 8. Доля Вак-клонотипов увеличивается после обогащения.  
Распределение суммарных частот Вак-клонотипов (А) и убиквитарных 

клонотипов (Б). Цветом отражены разные фракции клеток, в которых 
производилась оценка частот клонотипов. На графиках отложены медианы. Для 
оценки статистической значимости применялся тест Манна-Уитни.  

 

Тем не менее, мы обнаружили, что стратегия прямого сравнения 

репертуаров CDR3 периферической крови и выявление клонотипов Т-клеток, 

детектированных после вакцинации, также демонстрирует значительное 

содержание клонотипов, не связанных с иммунизацией Спайк-белком. Для более 

точного определения Спайк-специфичных клонотипов мы решили усилить 

критерии отбора клонотипов. Для этого мы провели пересечение множеств 

обогащенных клонотипов в обеих лунках Т-клеточной Спайк-специфичной 

экспансии с множеством клонотипов, детектированных в отсортированных 

фракциях CD4+ и CD8+ IFNγ+ клеток после рестимуляции для каждого из 17 

отобранных вакцинированных. Клонотипы, которые обнаруживались по 

крайней мере в двух из этих множеств, были обозначены нами как Спайк-

специфичные и взяты в дальнейший анализ (Рисунок 9). В зависимости от их 

присутствия во фракциях CD4+ IFNγ+ или CD8+ IFNγ+, они были отнесены к 

соответствующим популяциям CD4+, CD8+, или к группе клонотипов, 

принадлежащих неопределенной субпопуляции, если они независимо 
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обогатились в двух лунках антиген-специфичной экспансии, но не попали в 

IFNγ+ фракцию (Рисунок 9А). 

Таблица 6. Количество идентифицированных Спайк-специфичных 
клонотипов для каждого отобранного вакцинированного. 

Код  
Спайк-
специф. 

CD4+ 

Спайк-
специф. 

CD8+ 

Спайк-
специф. 
неопр. 

Лунка 
эксп. 

CD4+ не 
Спайк-
специф. 

CD8+ не 
Спайк-
пециф. 

p1752 181 23 42 17 20 651 
p1753 3 145 38 1 50 554 
p1757 48 11 48 0 35 711 
p1765 101 1 1 9 4 141 
p1769 34 2 0 38 11 105 
p1771 27 17 10 8 28 568 
p1775 116 12 19 11 19 508 
p1776 484 29 23 43 54 541 
p1780 586 30 13 210 24 371 
p1782 401 27 3 319 98 203 
p1787 237 5 33 41 14 710 
p1790 10 2 78 0 3 943 
p1792 182 3 64 6 7 674 
p1800 102 23 40 24 23 995 
p1802 398 61 35 41 199 790 
p1810 98 18 26 74 20 594 
p1813 236 10 15 14 6 524 

 Всего для каждого из вакцинированных нами было определено от 36 до 

629 (медиана 186) Спайк-специфичных клонотипов (Рисунок 9Б, Таблица 6). 

Большинство идентифицированных клонотипов (от 3 до 586, медиана 116) 

пересекались с множеством CD4+, при этом количество клонотипов CD8+ было 

значительно меньше (от 1 до 145, медиана 17). Дополнительно нами было 

выявлено от 0 до 78 клонотипов (медиана 26), для которых мы не смогли выявить 

принадлежность к субпопуляциям CD4 или CD8 (неопределенные клонотипы). 

Мы не наблюдали существенной разницы между количеством не-Спайк-

специфичных CD4+ и CD8+ клонотипов (Рисунок 9Б). 
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Рисунок 9. Идентификация Спайк-специфичных клонотипов. 

Диаграмма Венна (А) для репрезентативного вакцинированного p1800, 
иллюстрирующая пересечение множеств клонотипов в обогащенных фракциях 
Т-клеток после Спайк-специфичной экспансии из образцов на 14-й день, и 
клонотипов CD4+ и CD8+ из IFNγ+ сортированных фракций после обогащения. 
Синим, красным и серым отмечены множества, определенные как Спайк-
специфичные клонотипы. Цифры отражают количество клонотипов у данного 
вацинированного. График распределения количества клонотипов (Б) среди всех 
вакцинированных в группах, определенных после пересечения множеств 
клонотипов. Для оценки статистической значимости применялся 
однофакторный дисперсионный анализ (ANOVA) с последующим тестом 
множественного сравнения Тьюки. На графиках отложены медианы. 

 
Интересно, что, несмотря на преобладание количества Спайк-

специфичных CD4+ клонотипов, клонотипы CD8+ были крупнее, и занимали 

суммарно более 52% среди Спайк-специфичных ТКР по сравнению с 24% для 

CD4+ (Рисунок 10А). При анализе частот Спайк-специфичных клонотипов в 

тотальных ТКР репертуарах образцов крови на 14-й день мы обнаружили 

разницу между средней частотой CD4+ и CD8+ клонотипов, но не между 

суммарными частотами (р = 0,0708 и > 0,9999 соответственно) (Рисунок 10Б, В). 

В дополнение CD4+ Спайк-специфичные клонотипы демонстрируют большее 

разнообразие, чем CD8+ согласно индексу разнообразия Шеннона (медиана 6,41 

для CD4+, медиана 3,43 для CD8+) (Рисунок 10Г). 
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Рисунок 10. CD8+ клонотипы демонстрируют бо́льшую долю в 

репертуаре Спайк-специфичных Т-клеток через 14 дней после вакцинации. 
Доля Спайк-специфичных клонотипов (А) для CD4+, CD8+ и неопределенных 
клонотипов, обнаруженных в образцах периферической крови через 14 дней 
после вакцинации. Суммарные (Б) и средние (В) частоты Спайк-специфичных 
клонотипов до и после обогащения в тотальном репертуаре периферической 
крови на 14й день. Индекс разнообразия Шеннона (Г) Спайк-специфичных 
клонотипов. На графиках отложены медианы. Для оценки статистической 
значимости применялся однофакторный дисперсионный анализ (ANOVA) с 
последующим тестом множественного сравнения Тьюки (А-В) или критерий 
Краскела-Уолеса с последующим тестом множественного сравнения Данна (Г). 
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Таким образом, мы можем заключить, что после иммунизации здоровых 

добровольцев вакциной Ad5-nCoV на основе аденовирусного вектора 

генерируется разнообразный и поликлональный CD4+ Спайк-специфичный 

ответ с пониженной суммарной частотой относительно олигоклонального CD8+ 

Спайк-специфичного ответа, демонстрирующего бо́льшую суммарную частоту. 

3.3. Спайк-специфичные клонотипы могут быть 
детектированы в периферической крови вплоть до 6 месяцев 
после вакцинации. 

Далее перед нами стояла задача охарактеризовать динамику и 

разнообразие Спайк-специфичного Т-клеточного ответа после вакцинации. Для 

этого мы оценивали количество Спайк-специфичных клонотипов и их 

суммарную частоту в тотальных репертуарах β-цепей ТКР периферической 

крови 17 отобранных вакцинированных в каждой временной точке. Суммарная 

частота всех Спайк-специфичных клонотипов достигала пика на 14-й день после 

вакцинации Ad5-nCoV, демонстрируя значения от 2,06×10-4 до 7,02×10-3 

(медиана 3,02×10-3) и снижалась к 6-му месяцу наблюдения на два порядка 

(медиана 3,75×10-5) (Рисунок 11А). Аналогичная динамика наблюдалась и для 

количества выявленных Спайк-специфичных клонотипов – на 14-й день в 

образцах периферической крови детектировалось наибольшее количество 

клонотипов от 8 до 148 (медиана 66), и это значение снижалось до медианы 1 к 

6-му месяцу после вакцинации (Рисунок 11Б). 

Идентифицированные Спайк-специфичные клонотипы из антиген-

стимулированных культур практически не детектировались в тотальном 

репертуаре ТКР через 6 месяцев после вакцинации. Однако, они все еще 

сохранялись в крови и могли быть обнаружены после проведения повторной 

Спайк-специфичной стимуляции (Рисунок 1, желтая область). Нам удалось 

обнаружить значительную часть Спайк-специфичных клонотипов, от 9 до 91 

ранее идентифицированных клонотипов (медиана 38,5) с суммарной частотой в 

Спайк-стимулированной культуре от 5,46×10-4 до 8,78×10-2 (медиана 1,46×10-2). 
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Это значительно ниже, чем в Спайк-стимулированной культуре Т-клеток из 

образцов от 14-го дня после вакцинации (частота от 0,067 до 0,76, медиана 0,27) 

(Рисунок 11В, Г). В общей сложности через 6 месяцев мы детектировали 13% от 

общего числа клонотипов (536 из 4151), которые были идентифицированы нами 

как Спайк-специфичные CD4+, CD8+ или клонотипы, принадлежащие 

неопределенной субпопуляции. 

 
Рисунок 11. Спайк-специфичные клонотипы демонстрируют пик ответа на 
14 день после вакцинации. Динамика суммарной частоты (А) и количества (Б) 
всех Спайк-специфичных клонотипов, обнаруженных в тотальном репертуаре 
периферической крови в 4 временных точках. Суммарная частота (В) и 
количество (Г) идентифицированных Спайк-специфичных клонотипов в Спайк-
специфичной экспансии Т-клеток из образцов крови на 14-й день и через 6 
месяцев после вакцинации. Показаны значения суммарных частот клонотипов, 
выявленных в каждый момент времени для каждого из вакцинированных в 
общем репертуаре ТКР в периферической крови. Каждая точка отражает 
суммарную частоту или количество клонотипов у одного вакцинированного. Для 
оценки статистической значимости применялся критерий Краскела-Уолеса с 
последующим тестом множественного сравнения Данна (А, Б) или тест Манна-
Уитни (В, Г). 
 

Интересно, что соотношение суммарных частот CD4+ и CD8+ Спайк-

специфичных клонотипов в тотальных репертуарах периферической крови 

значительно не различалось (Рисунок 12А). При этом наблюдалась существенная 

разница в количестве выявленных клонотипов как в общем репертуаре 

периферической крови на 14 и 28 дни (Рисунок 12Б), так и в Спайк-

стимулированных экспансиях Т-клеток (Рисунок 12В, Г). На 14 день в крови 

детектировалось по медиане 25 клонотипов CD4+ и 8 клонотипов CD8+ среди 
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отобранных вакцинированных. Также мы наблюдали равномерное убывание 

клонотипов обеих субпопуляций со временем.  

 
Рисунок 12. Динамика Спайк-специфичных CD4+ и CD8+ клонотипов. 
Динамика суммарной частоты (А) и количества (Б) CD4+ и CD8+ Спайк-
специфичных клонотипов, обнаруженных в тотальном репертуаре 
периферической крови в 4 временных точках. Суммарная частота (В) и 
количество (Г) идентифицированных CD4+ и CD8+ Спайк-специфичных 
клонотипов в Спайк-специфичной экспансии Т-клеток из образцов крови на 14-
й день и через 6 месяцев после вакцинации. Показаны значения суммарных 
частот CD4+ или CD8+ клонотипов, выявленных в каждый момент времени для 
каждого из вакцинированных в общем репертуаре ТКР в периферической крови. 
Каждая точка отражает суммарную частоту или количество клонотипов у одного 
вакцинированного. Для оценки статистической значимости применялся тест 
Манна-Уитни. 
 

Аналогичная картина динамики Спайк-специфичного Т-клеточного ответа 

с пиком через 14 дней после вакцинации и снижением к 6 месяцу наблюдалась 

при оценке частот индивидуальных клонотипов. Для некоторых клонотипов 

было также показано, что их частота может достигать пика на 28 день после 

вакцинации (Рисунок 13А). В остальном, при оценке общего количества Спайк-

специфичных клонотипов или их суммарных частот для каждого 

вакцинированного мы наблюдали сходную картину (Рисунок 13Б-Ж). 

Таким образом, мы описали динамику Спайк-специфичных клонотипов 

после вакцинации, продемонстрировав пик ответа Т-клеток в крови через 14 дней 

и его последующее затухание. Несмотря на разницу в количестве CD4+ и CD8+ 

клонотипов на 14 день, суммарные частоты клонотипов, принадлежащих к обеим 

субпопуляциям, были сопоставимы. Также мы продемонстрировали 
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персистенцию Спайк-специфичных клонотипов до как минимум 6-ти месяцев 

после вакцинации в периферической крови.  

 
Рисунок 13. Некоторые индивидуальные Спайк-специфичные клонотипы 
могут детектироваться с наибольшей частотой в периферической крови на 
28 день Динамика частот индивидуальных CD8+ клонотипов (А) для 
репрезентативного вакцинированного p1800. Каждая линия отражает 
траекторию одного клонотипа. Динамика суммарной частоты клонотипов (Б-Г) 
и количества клонотипов (Д-Ж), описанных для Спайк-специфичных CD4+, 
CD8+ и неопределенных клонотипов, в тотальных репертуарах во всех 4 
временных точках. Индивидуальная линия отражает суммированное значение 
частоты или количества клонотипов для индивидуального вакцинированного в 
каждой точке. 
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3.4. Эпитоп-специфичные клонотипы повторяют динамику 
Спайк-специфичных клонотипов. 

Далее, мы решили оценить Т-клеточный ответ, который развивается на 

описанные иммуногенные эпитопы из Спайк-белка. Для этого мы сформировали 

набор пептидов из Спайк-белка, которые были идентифицированы как 

иммуногенные в наших предыдущих исследованиях о перенесших SARS-CoV-2 

людях (Shomuradova, et al., 2020, Titov, et al., 2022), или в работах других 

научных групп.  

Нами был сформирован набор из 9 пептидов, презентируемых в контексте 

MHC I класса, и 4 пептида, презентируемых в MHC II класса. Пептиды могли 

быть представлены как минимум в одном MHC аллеле для 13 из 17 отобранных 

вакцинированных на основании их HLA-типирования. Список HLA аллелей 

исследуемых вакцинированных, а также список пептидов и критерии их подбора 

представлены в разделах 2.9 и 2.10. На образцы каждого добровольца 

приходилось от 4 до 13 презентируемых пептидов. 

Используя PBMC, собранные на 14-й день после вакцинации, мы 

проводили антиген-специфичные экспансии Т-клеток при добавлении смеси 

всех пептидов (Рисунок 1, синяя область). После экспансии Т-клеток, часть 

культур стимулировали отдельными пептидами, а наличие специфичного 

иммунного ответа оценивали с помощью IFNγ ИФА (Рисунок 14). 

Для большинства пептидов мы продемонстрировали наличие ответа 

стимулированных Т-клеток после пептид-специфичной экспансии хотя бы у 

одного вакцинированного. Пептид KCYGVSPTK (KCY), презентируемый в 

HLA-A*03:01, продемонстрировал наибольшую иммуногенность, вызвав IFNγ 

ответ у 6 из 7 (86%) протестированных. Пептид YLQPRTFLL (YLQ) был 

предсказан как способный к презентации в различных аллелях всех 13 

добровольцев, но YLQ-специфичный ответ был обнаружен только у 5, которые 

были носителями аллеля HLA-A*02:01. Два пептида, LDKYFKNHTSPDVDL 

(LDK) и ISGINASVVNIQKEI (ISG), не индуцировали активацию Т-клеток ни у 

одного из добровольцев, поэтому мы исключили их из дальнейшего анализа.  
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Рисунок 14. Для 2 из 13 пептидов не детектировался Т-клеточный ответ. На 
гистограмме серым цветом отражено количество протестированных 
вакцинированных, HLA-аллели которых подходят для презентации конкретного 
эпитопа. Розовым отражено количество людей, у которых был выявлен IFNγ 
ответ. Выработку IFNγ измеряли с помощью ИФА-анализа после повторной 
пептидной стимуляции Т-клеточной экспандированной культуры, полученной 
из РВМС, собранных на 14 день после вакцинации. 

 

По результатам ИФА-анализа мы рестимулировали культуры Т-клеток 

после экспансии теми пептидами, которые вызывали активацию клеток для 

проведения AIM анализа (анализ маркеров, индуцированных активацией). В 

частности, мы оценивали уровень экспрессии поверхностных маркеров CD137 и 

CD69 для CD8+ Т-клеток, и маркеров CD137 и CD134 для CD4+ для 

последующей сортировки активированных клеток и проведения секвенирования 

репертуаров ТКР. Стратегия гейтинга представлена в Приложении, Рисунок 26. 

Мы также секвенировали репертуар ТКР в образцах из лунок после эпитоп-

специфичной экспансии без сортировки (Рисунок 1, серая стрелка), чтобы 

гарантировать правильную идентификацию полученных клонотипов с 

конкретным эпитопом с помощью статистического анализа после 

секвенирования.  

Всего, из образцов 13 вакцинированных было выявлено 464 пептид-

специфичных клонотипа ТКР (от 2 до 141, медиана 30), специфичных к 11 

эпитопам Спайк-белка. Для эпитопов KCY и YLQ Т-клеточный ответ 

продемонстрировал наибольшее разнообразие по количеству выявленных 
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клонотипов, по сравнению с ответом на другие пептиды, с медианами количества 

идентифицированных клонотипов 25 и 36 соответственно (Рисунок 15А).  

Выявленные нами ранее Спайк-специфичные клонотипы не показали 

сильного перекрытия с эпитоп-специфичными клонотипами, распознающими 

представленные в MHC I класса пептиды (15 из 464 идентифицированных 

клонотипов) (Рисунок 15Б). Для клонотипов CD4+ пересечения не было 

обнаружено. Такое низкое пересечение можно объяснить различиями в 

эффективности презентации экзогенных пептидов и пептидов, презентируемых 

из полноразмерного белка. 

 
Рисунок 15. Эпитоп-специфичные клонотипы слабо пересекаются с Спайк-
специфичными. Количество (А) идентифицированных эпитоп-специфичных 
уникальных ТКР клонотипов для каждого эпитопа. Диаграмма Венна (Б) эпитоп-
специфичных клонотипов Т-клеток, перекрывающихся со Спайк-специфичными 
CD8+ и неопределенными клонотипами для всех отобранных вакцинированных. 
Для оценки статистической значимости применялся критерий Краскела-Уолеса 
с последующим тестом множественного сравнения Данна. 
 

При оценке динамики эпитоп-специфичных клонотипов мы наблюдали 

аналогичную динамику количества обнаруженных клонотипов и их суммарной 

частоты в разные временные точки, как это было показано для Спайк-

специфичных клонотипов (Рисунок 16). Мы выявили от 1 до 86 (медиана 14) 

эпитоп-специфичных клонотипов на 14-й день после вакцинации с медианой 

суммарной частоты 1,64×10-3 и от 0 до 8 детектируемых клонотипов (медиана 0 

клонотипов) к 6 месяцам в периферической крови, что сравнимо с суммарной 

частотой Спайк-специфичных клонотипов на 14-й день (медиана 3,02×10-3) и 
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количеством через 6 месяцев в периферической крови (медиана 1) (Рисунок 16А, 

Б). Примерно треть всех эпитоп-специфичных клонотипов (172 клонотипа) были 

обнаружены в лунках Спайк-стимулированной культуры из PBMC, собранных 

на 14-й день после вакцинации. Почти половина из них (81 клонотип) со средней 

суммарной частотой 0,009 были обнаружены в Спайк-стимулированной 

культуре Т-клеток из образцов крови через 6 месяцев. Однако мы не наблюдали 

статистически значимой разницы в частотах или количестве эпитоп-

специфичных клонотипов, обнаруженных в стимулированных культурах на 14 

день или через 6 месяцев (Рисунок 16В, Г). 

Рисунок 16. Эпитоп-специфичные клонотипы демонстрируют динамику 
ответа аналогичную динамике Спайк-специфичных клонотипов. Динамика 
суммарной частоты (А) и количества (Б) всех эпитоп-специфичных клонотипов, 
обнаруженных в тотальном репертуаре периферической крови в 4 временных 
точках. Суммарная частота (В) и количество (Г) идентифицированных эпитоп-
специфичных клонотипов в пептид-специфичной экспансии Т-клеток из 
образцов крови на 14-й день и через 6 месяцев после вакцинации. Показаны 
значения суммарных частот клонотипов, выявленных в каждый момент времени 
для каждого из вакцинированных в общем репертуаре ТКР в периферической 
крови. Каждая точка отражает суммарную частоту или количество клонотипов у 
одного вакцинированного. Для оценки статистической значимости применялся 
критерий Краскела-Уолеса с последующим тестом множественного сравнения 
Данна (А, Б) или тест Манна-Уитни (В, Г). 
 

Таким образом, мы провели оценку эпитоп-специфичного Т-клеточного 

ответа на набор иммуногенных пептидов из Спайк-белка вируса SARS-CoV-2 у 

вакцинированных. Среди всех пептидов мы детектировали наибольшее 

количество специфичных клонотипов на эпитопы KCY и YLQ. Эпитоп-
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специфичные клонотипы практически не пересекались с идентифицированными 

нами Спайк-специфичными, несмотря на то что эпитоп-специфичные клонотипы 

детектировались нами в культурах, стимулированных полноразмерным Спайк-

белком. Также мы наблюдали, что динамика эпитоп-специфичных клонотипов 

повторяет динамику Спайк-специфичного Т-клеточного ответа после 

вакцинации. 

3.5. Идентифицированные CD8+ клонотипы демонстрируют 
большую публичность и взаимное сходство, чем CD4+ клонотипы. 

Далее, перед нами стояла задача описания структуры антиген-

специфичного репертуара ТКР у здоровых добровольцев после вакцинации. Для 

начала мы решили оценить наличие публичных или сходных клонотипов между 

вакцинированными. Для этого мы произвели анализ кластеризации Спайк-

специфичных клонотипов (из групп CD4+, CD8+ и неопределенных) на основе 

сходства их аминокислотных последовательностей CDR3 участков β-цепей ТКР. 

В качестве меры сходства использовали расстояние Хэмминга. Клонотипы с 

расстоянием Хэмминга = 0 (т.е. идентичные) и обнаруженные у разных 

вакцинированных, были отмечены как публичные, а клонотипы с расстоянием = 

1 или 2 (т.е. имеющие 1 или 2 различающихся аминокислот) были отмечены как 

сходные. Обнаружение публичных или сходных клонотипов между разными 

вакцинированными может свидетельствовать о независимом развитии эпитоп-

специфичного ответа на один антиген, презентируемый в одной аллели HLA и 

распознаваемый одинаковыми CDR3 участками ТКР. 

Для Спайк-специфичных CD4+ клонотипов мы обнаружили 8 кластеров 

сходства, 5 из которых содержали в себе публичные аминокислотные 

последовательности (Рисунок 17А). Для каждого из 8 кластеров мы также 

оценили использование V- и J-генов среди задействованных клонотипов, и 

создали логотип последовательности CDR3. Большинство кластеров (5 из 8), 

таких как CD4-1, -2, -3, -5 и -8, показывают преимущественное использование 

одного определенного V-гена в сочетании с одним определенным J-геном. 
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(Рисунок 17Б). Использование множеством Т-клеточных рецепторов, 

полученных независимо из различных людей, одинаковых генов ТКР может 

дополнительно подтверждать потенциальное распознавание одного и того же 

презентируемого антигена.  

Еще одним доказательством потенциального распознавания одного и того 

же антигена разными рецепторами разных людей может служить наличие 

одинаковых аллелей HLA у людей, чьи клонотипы обладали высокой степенью 

сходства. В этих аллелях может быть презентирован распознаваемый антиген. 

Мы статистически проанализировали, какие аллели HLA были связаны с 

клонотипами, формирующими полученные кластеры гомологии. Среди всех 

вакцинированных добровольцев, чьи CD4+ клонотипы формировали кластеры, 

аллель HLA-DRB1*15 встречался чаще, чем другие аллели. В частности, этот 

аллель был обнаружен у всех людей, чьи клонотипы попали в кластер CD4-1 (р 

= 0,0006, точный тест Фишера) (Рисунок 17В). Кроме того, этот аллель 

присутствовал у 4 из 6 вакцинированных, клонотипы которых вошли в кластер 

CD4-2 (p = 0,015, точный тест Фишера). Наличие этого аллеля HLA, 

ассоциированного с кластерами гомологичных последовательностей, может 

демонстрировать его способность к презентации иммунодоминантных эпитопов 

Спайк-белка, распознаваемых публичными ТКР.  
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Рисунок 17. Для наиболее кластеризованных CD4+ клонотипов 

обнаружена ассоциация с аллелем DRB1*15. Кластеризация CDR3-областей 
для 311 CD4+ Спайк-специфичных клонотипов (А). Некластеризованные 
клонотипы не показаны. Каждый узел отражает 1 клонотип. Каждая грань 
отражает расстояние Хэмминга = 1. Размер узлов отражает наличие нескольких 
идентичных (публичных) последовательностей (Хэмминг = 0) и отражен на 
легенде. Индивидуальные цвета обозначают вакцинированных и отражены на 
легенде. Крупные кластеры обозначены цветом и пронумерованы. Матрицы 
положений и весов (логотип) (Б) аминокислот в CDR3β и диаграммы Сэнки для 
V- и J-генов. Номера кластеров соответствуют номерам для каждого логотипа и 
диаграммы. Volcano диаграмма (В), отражающая статистическое обогащение 
конкретного HLA в каждом кластере, обозначенном цветом. На осях отложен 
десятичный логарифм вероятности попадания клонотипа в кластер (Odds ratio) 
по отношению к отрицательному десятичному логарифму p (точный критерий 
Фишера). 
 

Для CD8+ Спайк-специфичных клонотипов мы идентифицировали 4 

кластера, из которых 3 (CD8-1, -2 и -4) содержали в себе большое количество 

публичных и схожих клонотипов между 3 вакцинированными (p1753, p1780 и 

p1802) с преимущественным использованием определенного J-гена TRBJ2-7 

(Рисунок 18А, Б). При этом у всех 3 вакцинированных, клонотипы которых 
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относились к кластерам CD8-1, CD8-2 и CD8-3, был обнаружен аллель HLA-

A*24 (p = 0,0015, 0,02 и 0,02 соответственно). Для кластеров CD8-2 и -3 также 

была обнаружена ассоциация с аллелями HLA-B*18 и C*12, связанными в 

данных кластерах с аллелем HLA-A*24 (p = 0,02) (Рисунок 18В). Это, вероятно, 

свидетельствует о презентации в данных аллелях определенного 

иммунодоминантного пептида или пептидов из Спайк-белка, которые 

распознаются консервативными последовательностями ТКР. 

Для неопределенных клонотипов мы не обнаружили значительной 

кластеризации. Помимо этого, мы обнаружили, что аллели HLA-C*07 и 

DRB1*07/1*15 присутствовали у большинства вакцинированных, чьи 

клонотипы вошли в группу неопределенных. Однако оба этих аллеля являются 

одними из наиболее распространенных в европейской популяции России. 
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Рисунок 18. Для большинства кластеризованных CD8+ клонотипов 

обнаружена сильная ассоциация с аллелем A*24:02. Кластеризация CDR3-
областей для 87 CD8+ Спайк-специфичных клонотипов (А). 
Некластеризованные клонотипы не показаны. Каждый узел отражает 1 клонотип. 
Каждая грань отражает расстояние Хэмминга = 1. Размер узлов отражает 
наличие нескольких идентичных (публичных) последовательностей (Хэмминг = 
0) и отражен на легенде. Индивидуальные цвета обозначают вакцинированных и 
отражены на легенде. Крупные кластеры обозначены цветом и пронумерованы. 
Матрицы положений и весов (логотип) (Б) аминокислот в CDR3β и диаграммы 
Сэнки для V- и J-генов. Номера кластеров соответствуют номерам для каждого 
логотипа и диаграммы. Volcano диаграмма (В), отражающая статистическое 
обогащение конкретного HLA в каждом кластере, обозначенном цветом. 
Кластеры обозначены цветами. На осях отложен десятичный логарифм 
вероятности попадания клонотипа в кластер (Odds ratio) по отношению к 
отрицательному десятичному логарифму p (точный критерий Фишера). 

 

Ранее, в опубликованных исследованиях, проводилось секвенирование 

репертуаров ТКР антиген-специфичных Т-клеток пациентов с перенесенным 
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COVID-19, а также аннотация идентифицированных ТКР с распознаваемыми 

ими эпитопами. Мы решили оценить есть ли пересечение между 

аннотированными ранее последовательностями CDR3 из базы данных MIRA 

(Multiplex Identification of T cell Receptor Antigen Specificity) (Nolan et al., 2020), 

базы данных VDJdb (http://vdjdb.cdr3.net) (Goncharov, et al., 2022), и 

идентифицированных нами Спайк-специфичными клонотипами. Мы 

предположили, что такое пересечение поможет в определении эпитопной 

специфичности обнаруженных нами Спайк-специфичных клонотипов. 

Интересно, что только для CD8+ Спайк-специфичных клонотипов, мы 

обнаружили много похожих или идентичных последовательностей CDR3 в 

обеих базах данных. Добавление этих последовательностей на график привело к 

объединению 3 из 4 кластеров (CD8-1, -2 и -4) в один крупный кластер. (Рисунок 

19А). Большинство кластеризованных клонотипов из баз данных были 

аннотированы как специфичные к пептиду NYNYLYRLF (NYN) из Спайк-белка. 

Этот эпитоп презентируется в аллели HLA-A*24, который был обнаружен у всех 

вакцинированных, чьи клонотипы сформировали этот кластер. Также 

большинство кластеризованных NYN-специфичных рецепторов показали 

сильное преобладание генов V2, V6-1 и V10, задействованных в формировании 

CDR3 участков. Поэтому мы предполагаем, что все идентифицированные нами 

клонотипы, кластеризованные с аннотированными последовательностями из баз 

данных, обладают такой же специфичностью к пептиду NYN, презентируемом в 

аллели HLA-A*24, представленной у всех вакцинированных, клонотипы 

которых включены в этот кластер. Мы также оценили динамику частоты NYN-

специфичных клонотипов в тотальном ТКР репертуаре периферической крови, и 

подтвердили, что эти клонотипы детектируются после вакцинации на 14й день и 

могут быть обнаружены в Спайк-специфичной экспансии Т-клеток 

периферической крови через 6 месяцев, хоть и с низкой частотой (Рисунок 19Б, 

В). 
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Рисунок 19. CD8+ клонотипы демонстрируют высокую степень сходства с 
аннотированными NYN-специфичными рецепторами. Кластеризация (А) 
CD8+ Спайк-специфичных клонотипов, с аннотированными 
последовательностями из баз данных Каждый узел отражает 1 клонотип. Каждая 
грань отражает расстояние Хэмминга = 1. Размер узлов отражает наличие 
нескольких идентичных (публичных) последовательностей (Хэмминг = 0) и 
отражен на легенде. Индивидуальные цвета обозначают вакцинированных и 
отражены на легенде. Динамика частоты (Б) каждого NYN-специфичного 
клонотипа из множества CD8+ Спайк-специфичных клонотипов, обнаруженных 
в тотальном репертуаре периферической крови в 4 временных точках или в 
Спайк-специфичной экспансии Т-клеток (В) из образцов крови на 14-й день и 
через 6 месяцев после вакцинации. Каждая точка на графике отражает частоту 
каждого обнаруженного клонотипа в периферической крови вакцинированного. 
Для оценки статистической значимости применялся критерий Краскела-Уолеса 
с последующим тестом множественного сравнения Данна (Б) или тест Манна-
Уитни (В). 
 

Аналогичным образом мы решили оценить наличие публичных или 

сходных эпитоп-специфичных клонотипов между вакцинированными путем 

кластерного анализа. Мы выявили сильное сходство и публичность CDR3 

последовательностей, специфичных к YLQ эпитопу, и несколько практически 
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несвязанных KCY-специфичных кластеров. Другие эпитоп-специфичные 

клонотипы демонстрировали минимальное сходство только при увеличении 

расстояния Хэмминга до 2 (Рисунок 20А, Б).  

 
Рисунок 20. Эпитоп-специфичные клонотипы YLQ демонстрируют 
высокую степень кластеризации и публичности. Кластеры CDR3 участков 
эпитоп-специфичных клонотипов (А) с расстоянием Хэмминга =1 (серые линии) 
и 2 (темные линии). Некластеризованные клонотипы не показаны Каждый узел 
отражает 1 клонотип. Размер узлов отражает наличие нескольких идентичных 
(публичных) последовательностей (Хэмминг = 0) и отражен на легенде. 
Индивидуальные цвета обозначают каждого вакцинированного и отражены на 
легенде. Кластеры названы распознаваемым пептидом и выделены областью. 
Нормализованная частота эпитоп-специфичных клонотипов (Б) с 
распределением количества публичных (расстояние Хэмминга = 0), схожих 
(Хемминг = 1 и 2) или не кластеризованных клонотипов в общем репертуаре 
периферической крови на 14-й день после вакцинации. Высота на гистограмме 
отражает долю публичных, схожих или не кластеризованных клонотипов среди 
клонотипов, распознающих конкретный эпитоп.  
 

Сравнение последовательностей эпитоп-специфичных ТКР с рецепторами, 

аннотированными из баз данных, выявило гомологичные рецепторы 

преимущественно для эпитопа YLQ. Вместе они сформировали три кластера, 

содержащие клонотипы от 5 различных вакцинированных (Рисунок 21А). Мы 

также установили, что все схожие клонотипы CDR3 имели два доминантных V-
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гена и два J-гена. В частности, клонотипы из кластера YLQ-2 используют ген V7-

9 и множество различных генов J, отдавая предпочтение гену J1-1, тогда как в 

двух других кластерах показано использование TRBJ2-2 в паре с TRBV20-1 

(YLQ- 3) или с набором разных V-генов (Рисунок 21Б). 

 
Рисунок 21. Обогащенные YLQ-специфичные клонотипы демонстрируют 
консерватизм в используемых V- и J-генах ТКР. Кластеры CDR3 участков 
YLQ-специфичных клонотипов (А) с расстоянием Хэмминга =1 (серые линии) и 
2 (темные линии). Некластеризованные клонотипы не показаны Каждый узел 
отражает 1 клонотип. Размер узлов отражает наличие нескольких идентичных 
(публичных) последовательностей (Хэмминг = 0) и отражен на легенде. 
Индивидуальные цвета обозначают каждого вакцинированного и отражены на 
легенде. Кластеры обозначены цветом и названы. Матрицы положений и весов 
(логотип) (Б) аминокислот в CDR3β и диаграммы Сэнки для V- и J-генов. Номера 
кластеров соответствуют номерам для каждого логотипа и диаграммы. 

 

Таким образом, используя аннотированные наборы данных, мы смогли 

продемонстрировать, что YLQ-специфичные Т-клеточные рецепторы обладают 

высокой степенью сходства у разных людей, в то время как рецепторы, 

специфичные для других эпитопов, гораздо более разнообразны. Мы также 

обнаружили, что существенная часть идентифицированных нами Спайк-

специфичных рецепторов, скорее всего, специфичны к иммунодоминантному 

эпитопу NYN, который изначально не был включен в нашу панель 

иммуногенных пептидов. 
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4. Обсуждение результатов 

Целью нашего исследования была оценка Т-клеточного ответа, 

индуцированного вакциной на основе аденовирусного вектора Ad5-nCoV против 

вируса SARS-CoV-2, кодирующего Спайк-белок в качестве антигена. При 

помощи анализа репертуара Т-клеточных рецепторов у вакцинированных 

добровольцев мы оценили разнообразие антиген-специфичного ответа и 

проследили его динамику с момента вакцинации и до 6 месяцев после 

вакцинации. Наши результаты демонстрируют формирование устойчивого и 

разнообразного Т-клеточного ответа после вакцинации и могут быть важны для 

дальнейшего использования и разработки вакцин на основе аденовирусных 

векторов. 

Мы показали, что вакцинация Ad5-nCoV индуцирует сильный и 

устойчивый Т-клеточный ответ, направленный на Спайк-белок, сопоставимый с 

описанным ранее иммунном ответом на Спайк-белок после естественного 

инфицирования или вакцинации (Grifoni, et al., 2020, Tarke, et al., 2021, Thieme et 

al., 2020). Мы наблюдали пик Т-клеточного ответа на 14 день после вакцинации 

при оценке методами ELISPOT и проточной цитометрии, но не обнаружили 

корреляции между интенсивностью Т-клеточного ответа и уровнями анти-RBD 

или анти-Спайк-антител в нашей когорте. Это согласуется с полученными ранее 

данными об отсутствии корреляции между ответами Т-клеток и гуморальным 

ответом на Спайк белок у людей, иммунизированных вакциной на основе 

аденовирусного вектора (Zhang, et al., 2022). Мы также обнаружили, что, 

несмотря на снижение интенсивности Т-клеточного ответа после вакцинации 

через 6 месяцев, он остается детектируемым. 

В данной работе мы идентифицировали CD4+ и CD8+ Спайк-специфичные 

Т-клетки, детектируемые после вакцинации. Для этого мы проводили ex vivo 

антиген-специфичные экспансии Т-клеток периферической крови из образцов, 

собранных через 14 дней после вакцинации, при добавлении полноразмерного 

Спайк-белка и последующей сортировкой активированных Т-клеток после 
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повторной стимуляции. Секвенирование репертуаров ТКР показало, что Спайк-

специфичных CD4+ клонотипов было значительно больше, чем CD8+, но 

средний размер клонотипа для CD4+ был значительно меньше. Многие 

исследования демонстрируют высокую степень активации CD4+ Т-клеток после 

заражения вирусом SARS-CoV-2 или после вакцинации. В частности, Mateus и 

соавторы описывают ответ Т-клеток в когорте вакцинированных мРНК-1273 

(Moderna) и предполагают, что более интенсивный ответ CD4+ Т-клеток по 

сравнению с CD8+ после вакцинации может быть связан с существовавшим 

ранее пулом кросс-реактивных CD4+ Т-клеток памяти (Mateus, et al., 2021). При 

этом в других работах низкий CD8+ Т-клеточный ответ наблюдался при оценке 

Т-клеточных ответов в различных когортах вакцинированных. Авторы 

связывали это с исходно низкой интенсивностью CD8+ Т-клеточного ответа по 

сравнению с CD4+ или объясняли субоптимальным экспериментальным 

подходом, использованным в данном исследовании (Guerrera, et al., 2021, Keeton 

et al., 2022, Sureshchandra et al., 2021, Tarke, et al., 2022b). 

Напротив, секвенирование Т-клеточных рецепторов у людей, 

вакцинированных аденовирусной вакциной Ad5-nCoV в исследовании Cao и 

соавторов показало, что именно специфичные цитотоксические CD8+ Т-

клеточные клоны проходят наибольшую клеточную экспансию после 

вакцинации (Cao, et al., 2021). Это согласуется с нашим наблюдением о том, что 

небольшое число крупных CD8+ Т-клеточных клонотипов может составлять 

более половины Спайк-специфичного репертуара вакцинированных.  

Современные исследования репертуаров Т-клеток вакцинированных или 

выздоровевших пациентов после COVID-19 позволяют качественно оценить Т-

клеточный ответ после иммунизации или определить антигенную 

специфичность Т-клеточного ответа. Большинство таких исследований 

сосредоточены на оценке разнообразия ТКР или на фенотипическом состоянии 

Т-клеток после инфекции или вакцинации (Cao, et al., 2021, Ivanova et al., 2023, 

Minervina, et al., 2022, Sureshchandra, et al., 2021). Дополнительно в этих работах 

оценивается разнообразие ТКР у людей, переболевших COVID-19, и 
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сравнивается с разнообразием у переболевших, которые впоследствии были 

вакцинированы против COVID-19. Репертуар Т-клеточных рецепторов, 

распознающих SARS-CoV-2, у выздоровевших пациентов шире, чем у 

вакцинированных, поскольку вакцины несут ограниченный набор антигенов, тем 

самым ограничивая и репертуар ТКР (Alter et al., 2021, Lang-Meli et al., 2022). 

Однако, вакцинация способствует более разнообразному ответу Т-клеток на 

Спайк-белок, формируя репертуар антиген-специфичных ТКР с большим 

количеством распознаваемых эпитопов Спайк-белка по сравнению с 

переболевшими (Lang-Meli, et al., 2022). Также было показано, что вакцинация 

может привести к активации и размножению клонов Т-клеток, которые не 

участвовали в ответе на естественную инфекцию (Dykema et al., 2022).  

В данном исследовании мы продемонстрировали, что, несмотря на 

уменьшение репертуара Спайк-специфичных клонотипов после вакцинации со 

временем, он частично сохраняет свое разнообразие. Помимо выявленного нами 

различия в количестве и частотах CD4+ и CD8+ клонотипов при оценке их 

динамики мы также показали, что порядка 13% из всех уникальных Спайк-

специфичных клонотипов могут быть обнаружены через 6 месяцев после 

вакцинации. Это согласуется с опубликованными ранее работами о 

длительности детекции Т-клеток после вакцинации (Mateus, et al., 2021, Tarke, et 

al., 2022a), а также расширяет представление об изменении ТКР репертуара 

антиген-специфичных клеток со временем. 

Потенциальным ограничением нашего исследования является небольшая 

когорта отобранных вакцинированных (17 добровольцев) и потенциальная 

систематическая ошибка, вносимая установленным порогом количества клеток 

(не менее 100 клеток), доступных для последующего анализа репертуаров Спайк-

специфичных Т-клеток. Однако, наши данные не показали, что количество 

отсортированных Т-клеток влияло на клональность и стабильность 

наблюдаемых вакцино-специфичных ответов. Это дает нам уверенность в том, 

что основной вывод нашего исследования справедлив для всей исследуемой 

когорты. 
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Важным компонентом данной работы стал анализ гомологии клонотипов 

Т-клеточных рецепторов, распознающих иммуногенные эпитопы Спайк-белка. 

Анализируя последовательности CDR3, аннотированные в базах данных, мы с 

высокой степенью достоверности идентифицировали рецепторы Т-клеток, 

которые потенциально распознают эпитоп NYN, презентируемый в аллеле HLA-

A*24 из Спайк-белка (Rowntree, et al., 2021). Интересно, что для этого эпитопа 

не была однозначно определена его иммунодоминантность. В исследованиях, 

где он был первоначально идентифицирован, он проявлял себя либо как высоко-

иммунодоминантный эпитоп из Спайк-белка, либо как иммуногенный, но не 

доминантный эпитоп среди всех, презентируемых в контексте аллеля HLA-

A*24:02 (в частности, по сравнению с пептидом QYI) (Hernandez et al., 2022, 

Minervina, et al., 2022, Rowntree, et al., 2021). Нам также удалось подтвердить, что 

иммунодоминантный эпитоп YLQ распознается рецепторами с высокой 

степенью гомологии. В то же время рецепторы, распознающие другие 

иммунодоминантные эпитопы из данной работы, не проявляют значимой 

гомологии, что может быть связано с разнообразием механизмов распознавания 

комплекса пептид-HLA или недостаточным количеством последовательностей в 

базах данных. 

Отслеживание разнообразия и эволюции клонотипов Т-клеток с течением 

времени позволяет лучше понять долгосрочность защитного потенциала вакцин. 

Для иммунодоминантных эпитопов NYN и YLQ, описанных выше, мы 

детектировали Т-клеточные ответы до 6 месяцев. Однако возникновение 

мутаций в этих эпитопах снижает их распознавание. В частности, для 

YLQPRTFLL эпитопа было показано, что в пептиде может происходить мутация, 

ведущая к замене пролина на лейцин в 4 положении. Эта мутация имела шанс 

зафиксироваться в одной из волн пандемии, однако ни один из последующих 

распространенных вариантов SARS-CoV-2 не несет этот вариант мутации в 

эпитопе YLQ. В результате этой мутации наблюдается существенное падение 

связывания данного пептида сформированным YLQ-специфичным репертуаром 

ТКР (Dolton et al., 2022). Для эпитопа NYNYLYRLF также было показано, что 
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замена лейцина на аргинин в 4 положении или аспарагина на лизин в 3 

положении также приводят к уходу эпитопа от распознавания. Более того, замена 

на аргинин в 4 положении присутствует более чем в 95% всех вариантов 

последовательностей Дельта-штамма SARS-CoV-2 в базе GISAID. Однако 

неизвестно, возможно ли распознавание другими мотивами ТКР данного 

эпитопа, и насколько мутация влияет на иммунодоминантность этого пептида 

(Minervina, et al., 2022). Соответственно, Спайк-специфичные ответы Т-клеток, 

вызываемые вакциной Ad5-nCoV и нацеленные на эти эпитопы, могут 

существенно снизиться при дальнейшем взаимодействии вакцинированного 

человека с новыми штаммами SARS-CoV-2.  

В заключение, наше исследование предоставляет важную информацию о 

долговечности и разнообразии Т-клеточных ответов, индуцированных вакциной 

Ad5-nCoV. Это может быть полезно для текущего использования вакцин и 

дальнейшей разработки новых вакцин на основе аденовирусных векторов. 

Анализируя ответ на Спайк-белок вируса SARS-CoV-2 в качестве антигена, мы 

продемонстрировали, что аденовирусная вакцина приводит к активации 

широкого спектра уникальных клонотипов Т-клеток, которые сохраняются с 

течением времени, что согласуется с устойчивостью Т-клеточных ответов, 

наблюдаемых при естественной инфекции и после мРНК вакцинации от COVID-

19. 
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5. Заключение 

Полученные в данной работе результаты демонстрируют иммуногенность 

аденовирусной вакцины Ad5-nCoV и её способность вызывать 

продолжительный Т-клеточный ответ после вакцинации здоровых 

добровольцев. Наш анализ показал, что репертуар ТКР среди CD4+ Спайк-

специфичных Т-клеток оказался более разнообразным по сравнению с 

репертуаром CD8+ Спайк-специфичных Т-клеток. При этом клонотипы CD8+ Т-

клеток представляли более половины всех Спайк-специфичных клонотипов. 

Секвенирование репертуара ТКР также позволило выявить присутствие Спайк-

специфичных клонотипов в периферической крови от момента вакцинации до 

последней исследованной точки через 6 месяцев после вакцинации. 

Эти результаты позволяют получить представление о широте и 

разнообразии репертуара рецепторов субпопуляций CD4+ и CD8+ Т-клеток 

после вакцинации Ad5-nCoV. Полученные данные дополняют сведения о Т-

клеточном ответе на вакцину и могут быть экстраполированы на антигены 

других патогенов, гены которых также могут быть включены в аденовирусную 

конструкцию для создания новых вакцин. 

По результатам работы были сформулированы следующие выводы: 

1. Аденовирусная вакцина Ad5-nCoV, кодирующая Спайк-белок вируса 

SARS-CoV-2 продуцирует Т-клеточный ответ, достигающий пика на 14-й день 

после вакцинации, и снижающийся к 6-му месяцу. 

2. На пике после вакцинации детектируется поликлональный CD4+ и 

олигоклональный CD8+ Спайк-специфичный Т-клеточный ответ (медианы 116 и 

17 клонотипов). 

3. Среди Спайк-специфичных клонотипов периферической крови на 14 день 

бо́льшая часть (52%) представлена CD8+ клонотипами, меньшая (24%) CD4+ 

клонотипами. 
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4. Из обнаруженных Спайк-специфичных клонотипов, до 13% могут быть 

вновь детектированы через 6 месяцев после вакцинации при повторной 

иммунизации Спайк-белком. 

5. Эпитоп-специфичные клонотипы, распознающие пептид YLQPRTFLL,	
обладают наибольшим взаимным сходством и публичностью 

последовательностей β-цепей Т-клеточных рецепторов, по сравнению с 

клонотипами, специфичными к остальным протестированным пептидам.  

6. Часть идентифицированных CD8+ клонотипов после Спайк-специфичной 

экспансии демонстрируют высокую степень гомологии с последовательностями, 

аннотированными, как распознающие эпитоп NYNYLYRLF Спайк-белка. 
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Приложение 

 
Рисунок 22. Стратегия детекции популяций Т-клеток после стимуляции с 
помощью цитофлуориметрического анализа. 
Популяция лимфоцитов оценивалась по параметрам прямого (FSC-A) и бокового 
(SSC-A) светорассеяния. Далее, на основании параметров прямого 
светорассеяния FSC-A и FSC-H определялись одиночные события, из которых 
отделялись живые клетки на основании отсутствия окраски на маркер мертвых 
клеток FVD, после чего происходило выделение популяции CD3+ окрашенных 
клеток. Среди всех CD3+ клеток выделялись CD4+ и CD8+, внутри которых 
оценивался уровень продукции IFNγ и TNF. 
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Рисунок 23. Стратегия детекции и сортировки Спайк-специфичных Т-
клеток после экспансии. Популяция лимфоцитов оценивалась по параметрам 
прямого (FSC-A) и бокового (SSC-A) светорассеяния. Далее, на основании 
параметров прямого светорассеяния FSC-A и FSC-H определялись одиночные 
события, из которых отделялись живые клетки на основании отсутствия окраски 
на маркер мертвых клеток FVD, после чего происходило выделение популяции 
CD3+ окрашенных клеток. Среди всех CD3+ клеток выделялись CD4+ и CD8+, 
внутри которых производилась сортировка клеток, продуцирующих IFNγ в ответ 
на стимуляцию. 
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Рисунок 24. Результат оценки ex vivo уровня Т-клеточного ответа после 
расслепления когорт. Уровень Т-клеточного ответа на рекомбинантный 
Спайк-белок (А), или на пул перекрывающихся пептидов из Спайк-белка (Б), 
измеренный методом ELISPOT. Оценка внутриклеточной продукции IFNγ 
среди CD4+ (В) и CD8+ (Г) Т-клеток после стимуляции пулом пептидов из 
Спайк-белка методом проточной цитометрии. Данные приведены для 
отобранных вакцинированных (Отобранные вакц., n = 17), остальных 
вакцинированных (Остальные вакц. n = 33) и плацебо-вакцинированных 
(Плацебо, n = 19) добровольцев в 4х временных точках. Каждая точка на 
графике отражает результат, полученный для каждого добровольца. На 
графиках отложены медианы. Для оценки статистической значимости 
применялся тест Манна-Уитни. 
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Рисунок 25. Распределение частот групп клонотипов в различных образцах 
всех отобранных вакцинированных. Распределение частот 
идентифицированных Вак-клонотипов (оранжевые), убиквитарных (зеленые) и 
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уникальных (серые) в различных образцах отобранных вакцинированных. 
Каждый столбец гистограммы отражает долю группы клонотипов в каждой 
секвенированной и проанализированной фракции после Т-клеточной экспансии 
с обогащением клонотипов или без него. Контроль (-) – культуральная лунка без 
антигенной стимуляции; Лунка эксп. – усредненные частоты клонотипов из двух 
лунок Спайк-специфичной Т-клеточной экспансии; Лунка обогащ. – частоты 
клонотипов из лунок экспансии, прошедших биоинформатическое обогащение 
против контрольной лунки; CD4+ и. CD8+ сорт. – частоты, полученные из 
сортированных IFNγ+ фракций; CD4+ и. CD8+ обогащ. – частоты клонотипов из 
сортированных фракций, прошедших обогащение; Спайк-эксп. 6М – частоты 
клонотипов из образца Спайк-специфичной экспансии Т-клеток, полученных 
через 6 месяцев после вакцинации. 
 

 
Рисунок 26. Стратегия выделения и сортировки активированных клеток. 
Популяция лимфоцитов оценивалась по параметрам прямого (FSC-A) и бокового 
(SSC-A) светорассеяния. Далее, на основании параметров прямого 
светорассеяния FSC-A и FSC-H определялись одиночные события, из которых 
отделялись живые клетки на основании отсутствия окраски на маркер мертвых 
клеток FVD, после чего происходило выделение популяции CD3+ окрашенных 
клеток. Среди всех CD3+ клеток выделялись CD4+ и CD8+, внутри которых 
оценивался уровень активации по маркерам CD137 и CD134 для CD4+ и CD137 
и CD69 для CD8+. Клетки, попадающие в гейты активированных клеток, 
сортировались.  


