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Обоснование. Пандемия, вызванная появлением вируса SARS-CoV-2 в конце 2019 г., все еще остается серьез
ной проблемой здравоохранения. Ввиду постоянного антигенного дрейфа возбудителя, приводящего к сниже-
нию  эффективности лицензированных вакцин от COVID-19, актуальна разработка вакцин широкого спектра 
действия, эффективных в отношении эволюционно удаленных вариантов коронавируса. В отличие от вирусспе-
цифических антител c достаточно узким диапазоном действия, Т-клеточное звено иммунитета обладает более 
широким кросс-протективным потенциалом. Сирийские хомячки — адекватная модель для доклинической оцен-
ки новых вакцинных кандидатов, поскольку эти животные не только чувствительны к новой коронавирусной 
инфекции, но и способны проявлять клинические симптомы заболевания. Однако тестирование Т-клеточных 
вакцин на хомяках осложняется отсутствием доступных реагентов и тест-систем, позволяющих адекватно оце-
нивать уровни вирусспецифического клеточного иммунитета на вакцинацию. 

Цель работы  — оптимизация условий стимуляции иммунных клеток сирийских хомячков живым вирусом 
SARS-CoV-2 для оценки уровней вирусспецифического Т-клеточного иммунного ответа.

Материалы и методы. Интраназальное заражение животных вирусом SARS-CoV-2 с последующей стимуля-
цией иммунных клеток различными дозами цельного живого коронавируса и подсчетом IFNγ-продуцирующих 
клеток методом ELISpot.

Результаты. Показано, что стимуляция клеток селезенок и легких хомяков вирусом в дозе 0,1 ТЦИД50/клетку 
оптимальна для определения максимальных уровней цитокин-продуцирующих клеток у животных, зараженных 
SARS-CoV-2. Кроме того, стимуляция клеток цельным вирусом показала большее количество вирусспецифиче-
ских клеток по сравнению с пулом перекрывающихся пептидов, соответствующих белкам S и N  коронавируса. 

Заключение. В целом новая методика позволит более точно оценивать иммуногенность Т-клеточных вакцин 
от COVID-19 в доклинических исследованиях на модели сирийских хомячков.
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BACKGROUND: The pandemic caused by the SARS-CoV-2 virus at the end of 2019 remains to be a serious health-
care problem. Constant antigenic drift of the pathogen led to a decrease of licensed COVID-19 vaccines effectiveness. 
And the development of broad-spectrum vaccines with high effectiveness rate against evolutionarily divergent SARS-CoV-2 
variants remains an urgent issue. Unlike virus-specific antibodies with limited spectrum of action, T-cell immunity has 
a  wider cross-protective potential. Syrian hamsters are the most appropriate model for preclinical evaluation of new vac-
cine candidates, since these animals are susceptible to SARS-CoV-2 infection and show clinical symptoms of the disease. 
However, study of T-cell vaccine response in hamsters is complicated by the lack of available reagents and test systems 
for adequate assessment of the virus-specific cellular immunity levels after vaccination. 

AIM: In this work, we report an optimized protocol of stimulation of Syrian hamsters’ immune cells with a live 
SARS-CoV-2 virus to assess virus-specific T-cell responses. 

MATERIALS AND METHODS: Intranasal infection of animals with SARS-CoV-2 virus followed by stimulation of 
immune cells with different doses of whole live coronavirus and counting of IFNγ-producing cells by ELISpot method.

RESULTS: Stimulation of spleen and lung cells with SARS-CoV-2 at a dose 0.1 TCID50/cell is the most optimal viral 
concentration for detecting maximum of cytokine-producing cells in SARS-CoV-2-infected animals. Stimulation of cells 
with whole virus revealed greater number of virus-specific cells compared to a stimulation with pools of SARS-CoV-2 
lyophilized peptides (S and N proteins). 

CONCLUSIONS: Overall, the new methodology allows assessment of the immunogenicity of COVID-19 T-cell vac-
cines more accurately in preclinical studies using the Syrian hamsters model.
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Обоснование

Пандемия COVID-19, вызванная вирусом 
SARS-CoV-2, к настоящему времени насчитыва-
ет более 500 млн случаев острой респираторной 
инфекции, она унесла жизни более 6  млн  че-
ловек во всем мире [1]. Созданные в кратчай-
шие сроки вакцины первого поколения по-
зволили значительно снизить ущерб от новой 
инфекции  [2]. Подавляющее большинство ли-
цензированных вакцин от COVID-19 (в ответ 
на иммунизацию которыми вырабатываются 
преимущественно вирусспецифические антите-
ла) включают основной поверхностный антиген 
коронавируса  — spike-белок (S-белок). Однако 
существенный их недостаток — высокая степень 
антигенной изменчивости S-белка, что приво-
дит к снижению эффективности вакцин против 
вновь появляющихся вариантов SARS-CoV-2 [3]. 
Вирусспецифические Т-клетки  — важный эле-
мент иммунитета, который может ограничивать 
тяжесть заболевания и способствовать выздоров-
лению, при этом Т-клетки более долгоживущие 
по сравнению с В-клетками, их действие чаще 
всего направлено на консервативные вирус-
ные эпитопы [4, 5]. В этой связи разработка 
Т-клеточных вакцин от COVID-19  — перспек-
тивная стратегия для создания вакцин, обес
печивающих длительную защиту от широкого 
спектра антигенных вариантов SARS-CoV-2 [6]. 
Оценка иммуногенности Т-клеточных вакцин 
на наиболее распространенной модели лабора-
торных животных для SARS-CoV-2, сирийских 
хомячках, осложняется отсутствием доступных 
реагентов и тест-систем, позволяющих адекват-
но оценивать уровни вирусспецифического кле-
точного иммунитета на вакцинацию. Наиболее 
чувствительный метод оценки T-клеточного от-
вета — метод ELISpot (Enzyme-Linked Immuno
spot assay), который позволяет количественно 
оценить секрецию цитокинов клетками, сти-
мулированными in vitro [7]. В результате акти-
вированные клетки приобретают способность 
продуцировать различные цитокины, которые 
в свою очередь распознаются специфическими 
антителами, заранее нанесенными на подложку 
для ELISpot. Чаще всего для оценки клеточного 
иммунитета к новому коронавирусу использует-
ся стимуляция клеток пулом пептидов, покры-
вающих последовательность какого-либо белка 
вируса SARS-CoV-2 [8, 9]. Однако наборы таких 
пептидов соответствуют неполному вирусному 
протеому, что может привести к занижению дан-
ных об уровне вирусспецифических Т-клеток. 
В нашем исследовании для выявления макси-
мального специфического ответа к вирусу SARS-
CoV-2 предлагается стимуляция иммунных кле-
ток цельным живым коронавирусом.

Цель статьи  — отработка условий стиму-
ляции иммунных клеток сирийских хомячков 
живым вирусом SARS-CoV-2 для выявления 
IFNγ‑продуцирующих клеток методом ELISpot.

Материалы и методы

Для формирования значимого иммунного 
ответа к вирусам SARS-CoV-2 сирийских хо-
мячков (Mesocricetus auratus, n = 3) заражали 
двукратно интраназально умеренной дозой коро-
навируса, не вызывающей клинических прояв-
лений заболевания (104 ТЦИД50), с трехнедель-
ным интервалом. Для заражения использовали 
штамм вируса SARS-CoV-2 (номер доступа в базе 
GISAID: EPI_ISL_1789542). Контрольная группа 
животных получала раствор фосфатно-солевого 
буфера.

На 5-й день после повторного зараже-
ния провели забор тканей легких и селезенок. 
Выделение клеток из них проводили по стан-
дартному протоколу [10], живые клетки подсчи-
тывали на автоматическом счетчике клеток TC20 
(Bio-Rad) с отсечением по размеру, соответству-
ющему лимфоцитам. В стерильные 96-луночные 
планшеты вносили клетки в количестве 5 · 105 
в объеме 100 мкл, после чего к ним добавляли 
различные дозы цельного вируса, очищенного 
на градиенте плотности сахарозы. Контроль сти-
муляции проводили PepTivator  — набором ком-
мерческих пептидов, покрывающих последова-
тельности S- и N-белков SARS-CoV-2 (Miltenyi 
Biotec, Германия). После перемешивания смесь 
клеток и стимуляторов вносили в лунки план-
шета из коммерческого набора Hamster IFNγ 
ELISpot PLUS kit (Mabtech, Швеция) и инку-
бировали 24 ч при 37 °C в атмосфере 5 % СО2. 
После инкубации планшеты проявляли, а уров-
ни IFNγ-продуцирующих клеток количествен-
но учитывали на приборе AID vSpot Spectrum 
(Advanced Imaging Devices, Германия). 

Работу с вирусом SARS-CoV-2 выполняли 
в лаборатории, соответствующей уровню био-
безопасности BSL-3.

Результаты и обсуждение

Разработка Т-клеточных вакцин от COVID-19 — 
перспективный путь усовершенствования перво-
го поколения вакцин от SARS-CoV-2, направ-
ленных на выработку нейтрализующих антител 
к S-белку [11]. Однако это самый вариабель-
ный белок нового коронавируса, поэтому вновь 
возникающие варианты SARS-CoV-2 могут 
ускользать от антител, выработанных после 
вакцинации  [12]. При доклиническом изучении 
Т-клеточных вакцин важно подобрать адекват-
ные условия оценки Т-клеточного иммунитета 
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на моделях животных, чтобы учитывались все 
возможные эпитопы коронавируса, участвующие 
в ответе на иммунизацию. В настоящем исследо-
вании для поиска оптимальных условий стиму-
ляции иммунных клеток сирийских хомячков ис-
пользовали различные дозы вируса SARS-CoV-2, 
соответствующие множественности заражения 
(multiplicity of infection, MOI) 1, 0,1, 0,01 и 0,001 
(количество инфекционных единиц вируса 
на одну клетку). Детекция спотов после стиму-
ляции клеток селезенок не выявила достоверных 
различий между группами при дозах 1, 0,1 и 0,01 
MOI (см. рисунок). Применение таких заража-
ющих доз позволило получить статистически 
достоверно большее количество спотов по срав-
нению с использованием набора коммерческих 
пептидов (PepTivator) для стимуляции сплено-
цитов. Данные литературы свидетельствуют, 

что мишенями для Т-клеточного ответа могут 
быть неструктурные белки вируса [13], которые 
обычно не входят в состав коммерческих пеп
тидных пулов. В данном исследовании стиму-
ляция клеток проводилась цельным реплициру-
ющимся вирусом и, соответственно, происходил 
синтез всех белков, включая неструктурные 
белки, что указывает на перспективность ис-
пользования цельного вируса для стимуля-
ции клеток in vitro для выявления максимального 
уровня цитокин-продуцирующих клеток у жи-
вотных, зараженных SARS-CoV-2 или имму
низированных специфическими вакцинами. 
W.A. Mak и соавт.  [9] отметили, что при стиму-
ляции мононуклеаров периферической крови 
нет корреляции между количеством полученных 
спотов и концентрацией используемых для этого 
пептидов. 

Рис. 1. Изучение специфического ответа к антигенам SARS-CoV-2 методом ELISpot на модели сирийских хомяч-
ков: a  — пример данных анализа индивидуальных лунок планшета для ELISpot с помощью прибора AID vSpot 
Spectrum; b  — оценка количества спотов после стимуляции клеток инфицированных животных. Двукратное зара-
жение сирийских хомячков проведено с использованием вируса SARS-CoV-2 или фосфатно-солевого буфера (PBS). 
Статистический анализ проводился методом двухфакторного дисперсионного анализа ANOVA с поправкой Тьюки 
на множественное сравнение. MOI — multiplicity of infection, множественность заражения. * p < 0,05, ** p < 0,01, 
*** p < 0,001, **** p < 0,0001
Fig. 1. Detection of antigen-specific response to SARS-CoV-2 in the spleens and lung cells of Syrian hamsters using ELISpot 
assay: a  — example of data obtained after analysis of individual wells of the ELISpot plate using the AID vSpot Spectrum; 
b — number of spots after stimulation of the cells of infected animals. Syrian hamsters were infected twice using SARS-CoV-2 
virus or PBS. Data were analyzed by two-way ANOVA with Tukey’s post-hoc multiple analyses test. MOI — multiplicity 
of infection. * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001, **** p < 0.0001
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Кроме того, нам важно было оценить воз-
можность изучения не только системного, 
но и локального T-клеточного иммунного отве
та на антигенную стимуляцию клеток селезенок. 
Поскольку вирус SARS-CoV-2 поражает в пер-
вую очередь респираторные органы, а тяжесть 
заболевания тесно связана с наблюдаемыми 
патологическими изменениями в легких [14], 
важно оценить, насколько вакцинация может 
формировать локальный ответ в легких на быст
рую активацию при обнаружении соответствую-
щего патогена [10]. В этой связи мы оценивали 
возможность выявления IFNγ-продуцирующих 
клеток, выделенных из легочной ткани инфици-
рованных животных. Показано, что при исполь-
зовании высокой дозы стимулирующего вируса 
(множественность заражения 1 и 0,1) выявляется 
большее количество спотов по сравнению с дей-
ствием коммерческих пептидов к S- и N-белкам, 
что также подтверждает возможность оценки 
T-клеточного ответа к полному протеому вируса 
при использовании цельного реплицирующегося 
вируса (см. рисунок, b).

Стоит также отметить, что стимуляция кле-
ток животных, получавших раствор фосфатно-
солевого буфера, не привела к формированию 
специфического ответа к IFNγ (см. рисунок).

Таким образом, наше исследование показало 
возможность изучения клеточного иммунного 
ответа к вирусу SARS-CoV-2 методом ELISpot 
на модели сирийских хомячков и продемон-
стрировало преимущество стимуляции клеток 
легких и спленоцитов цельным очищенным ви-
русом SARS-CoV-2 по сравнению с пулом пере-
крывающихся пептидов отдельных вирусных 
белков. Преимущество такого подхода не только 
в силе индуцируемого ответа, но и в его уни-
версальности. Например, существующие стра-
тегии вакцинации включают кроме основных 
антигенов вирусных белков S, N и M цельный 
вирус (как мишени) [15]. Кроме того, показа-
но, что стимуляция моноцитов крови приви-
тых мРНК‑вакциной против S-белка с исполь
зованием N- и M-пептидов, неэффективна [9]. 
В то же время применение цельного вируса 
для стимуляции клеток — наиболее универсаль-
ный подход, который позволяет оценить иммун-
ный ответ не только в результате перенесенной 
болезни, но и после проведения вакцинации лю-
бым типом вакцин.

Выводы

Итак, метод ELISpot  — перспективный 
инструмент для изучения клеточного иммунного 
ответа к антигенам SARS-CoV-2 на модели си-
рийских хомячков. Максимальные уровни значе-
ний ответа могут быть выявлены при стимуляции 

иммунных клеток живым коронавирусом в дозе, 
соответствующей множественности заражения 
0,1 или 0,01.
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