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ОПТИМИЗАЦИЯ И ВАЛИДАЦИЯ 

КОЛИЧЕСТВЕННОГО МЕТОДА ОЦЕНКИ 

РЕАКТИВНОСТИ Т-КЛЕТОК ПАМЯТИ 

ЧЕЛОВЕКА К АНТИГЕНАМ ВИРУСА SARS-CoV-2 

С ИСПОЛЬЗОВАНИЕМ ПРОТОЧНОЙ ЦИТОМЕТРИИ

О.М. Стрижакова, А.С. Першин, А.А. Казаров, И.В. Лягоскин, Я.А. Бахарева, 

А.П. Васильев, Ю.А. Никонова, И.Ю. Егорова, Р.Р. Шукуров, Р.А. Хамитов

АО «ГЕНЕРИУМ», пгт. Вольгинский, Петушинский район, Владимирская область, Россия

Резюме.  Адекватный и репрезентативный мониторинг популяционного иммунитета к вирусу COVID-19, 

включая долгосрочное влияние на переболевших и вакцинированных людей, должен включать не только ис-

следование гуморального, но также и Т-клеточного иммунного ответа. При этом важную информацию мо-

жет дать не только способность клеток активироваться в ответ на специфический антиген, но и определение 

фенотипа реактивных клеток. Для этого нами разработан метод проточной цитометрии для оценки содер-

жания антиген-реактивных Т-клеток, продуцирующих внутриклеточный IFNγ под воздействием на моно-

нуклеарные клетки периферической крови (МКПК) человека антигенов вируса SARS-CoV-2, и проведена его 

валидация. Валидационные испытания методики проводили по следующим характеристикам: чувствитель-

ность, специфичность, прецизионность и робастность. Валидационные испытания методики по характери-

стикам «чувствительность» и «специфичность» проводили, исследуя положительные образцы доноров, пере-

болевших COVID-19, с диагнозом, верифицированным лабораторными методами, и отрицательные образцы, 

отобранные от доноров с отрицательным анамнезом, не контактировавших с больными COVID-19, с отсут-

ствием антител к антигенам SARS-CoV-2. Из крови доноров выделяли мононуклеарные клетки перифериче-

ской крови методом центрифугирования в градиенте плотности фиколла и стимулировали специфические 

Т-клетки пептидами, соответствующими основным белковым антигенам коронавируса SARS-CoV-2 — пеп-

тиды S-белка и пептиды белков N, M, ORF3a и ORF7a. Учитывали данные на проточном цитометре, выде-

ляя Т-клетки, продуцирующие IFNγ, и проводили статистический анализ полученных результатов. Значения 

площади, ограниченной ROC-кривой и осью ложноположительных классификаций (AUC) для популяций 

CD4 и CD8, составило от 0,97 до 1,00. Методика показала приемлемую сходимость и внутрилабораторную 

прецизионность, поскольку коэффициенты вариации для всех образцов МКПК не превышали 20%. Была 

подтверждена робастность при использовании МКПК в свежеприготовленном виде и после цикла заморозки/

разморозки. По итогам валидации установлены границы определения позитивного и негативного отклика: 

для CD4-позитивных Т-клеток — 0,029%, для CD8-позитивных Т-клеток — 0,064–0,068%, а также критерии 

приемлемости для показателей отклика положительного и отрицательного контрольных антигенов. Таким 

образом подтверждена пригодность методики «Оценка антиген-реактивных Т-клеток, продуцирующих вну-
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триклеточный IFNγ под воздействием на мононуклеарные клетки периферической крови человека антигенов 

вируса SARS-CoV-2, методом проточной цитометрии» для получения достоверных результатов при опреде-

лении содержания внутриклеточного IFNγ в МКПК. Методику использовали при характеризации стандарт-

ных контрольных образцов для внутреннего контроля качества наборов ТиграТест® SARS-CoV-2.

Ключевые слова: SARS-CoV-2, Т-клеточный иммунитет, пептиды коронавируса, цитометрия, метод внутриклеточного 

окрашивания цитокинов (ICS), валидация.

OPTIMIZATION AND VALIDATION OF FLOW CYTOMETRY METHOD FOR QUANTIFICATION 

OF SARS-CoV-2 ANTIGEN-REACTIVE HUMAN MEMORY T CELLS

Strizhakova O.M., Pershin A.S., Kazarov A.A., Lyagoskin I.V., Bahareva Ya.A., Vasil’ev A.P., Nikonova Yu.A., 

Egorova I.Yu., Shukurov R.R., Khamitov R.A.

JSC “GENERIUM”, Volginsky, Petushinsky District, Vladimir Region, Russian Federation

Abstract. A proper and representative monitoring of SARS-CoV-2 herd immunity including a long-term health impact on re-

covered patients and vaccinated individuals is of great importance. For this, a monitoring campaign should assesses both hu-

moral and T-cell immune arms. Upon that, analyzing antigen specific-cell activation and cellular phenotype are informative. 

We developed a flow cytometry method for detection of intracellular IFNγ-producing antigen-reactive T cells after exposure 

of human peripheral blood mononuclear cells (PBMC) to SARS-CoV-2 virus antigens. The method was validated according 

to the following characteristics: sensitivity, specificity, precision, and robustness. We used positive samples from donors recov-

ered from COVID-19 and negative samples from donors who had no contact with COVID-19 patients and lacking antibodies 

to SARS-CoV-2. All samples were tested by laboratory methods. Peripheral blood mononuclear cells were isolated from donor 

blood by centrifugation in a Ficoll density gradient. Specific T cells were stimulated with S-protein as well as N, M, ORF3a, 

and ORF7a protein peptides to count IFNγ-producing T cells by flow cytometer. The data were statistically analyzed. The area 

limited by ROC-curve and false positive rate (AUC) for CD4 and CD8 cells was from 0.97 to 1.00. Precision was considered 

acceptable because the coefficient of variation for all PBCM did not exceed 20%. Robustness was confirmed for frozen and 

freshly prepared PBMC samples. The thresholds levels to recognize immune and non-immune samples were defined for CD4-

positive T-cells (0.029%) and CD8-positive T-cells (0.064–0.068%). Also, acceptance criteria for positive and negative con-

trols were defined. Based on the validation, the suitability of the method “Evaluation of antigen-reactive T cells that produce 

intracellular IFN in response to SARS-CoV-2 virus antigens by flow cytometry” was confirmed. The method allows for reli-

able data that was used to characterize standard control samples for internal quality control of TigraTest® SARS-CoV-2 kits.

Key words: SARS-CoV-2, T-cells immunity, COVID-19, coronavirus peptides, flow cytometry, intracellular cytokine staining, validation.

Введение

В начале 2020 г. Всемирная организация 

здравоохранения (ВОЗ) классифицировала 

вспышку нового типа коронавируса COVID-19 

как пандемию. С тех пор целью многих эпи-

демиологических и экспериментальных работ 

было исследование иммунологических аспек-

тов коронавирусной инфекции, что, в свою оче-

редь, способствовало поиску методов ее лече-

ния и профилактики.

Клинические проявления SARS-CoV-2 ва-

рьируют от бессимптомной инфекции до тяже-

лой дыхательной недостаточности. Механизмы, 

которые определяют особенности течения бо-

лезни, остаются до конца невыясненными. Есть 

основания полагать, что наличие иммунного 

ответа, в котором задействованы Т-клетки па-

мяти, является ключевым звеном в формирова-

нии устойчивого защитного иммунитета в от-

ношении SARS-CoV-2 [2, 5, 7, 9, 17]. Кроме того, 

специфичный к SARS-CoV-2 Т-клеточный им-

мунный ответ сохраняется после элиминации 

нейтрализующих антител в течение по край-

ней мере 12 месяцев [8, 12]. В связи с этим про-

ведение мониторинга не только гуморального, 

но и Т-клеточного популяционного иммуните-

та к вирусу COVID-19 следует считать необхо-

димым элементом эпидемиологического надзо-

ра в условиях пандемии.

Существует ряд методов, которые позволя-

ют измерять иммунологические биомаркеры 

в материале, полученном из венозной крови — 

ткани, наиболее доступной для иммунологи-

ческого исследования в клинических испыта-

ниях [7, 16]. Для выявления иммунологичес-

ких биомаркеров в форме экспрессированных 

цитокинов хорошо зарекомендовал себя метод 

внутриклеточного окрашивания цитокинов 

(ICS), применяемый к стимулированным мо-

нонуклеарным клеткам периферической крови 

(МКПК) с последующим проточным цитоме-

трическим анализом. Внутриклеточное окра-

шивание цитокинов, в отличие от альтернатив-

ных подходов (ELISpot или ELISA), позволяет 

обнаруживать специфическое подмножество 

клеток-респондеров (например, CD4- или CD8-

положительные Т-клетки), выявлять ассоции-

рованные маркеры дифференцировки (напри-

мер, маркеры фенотипа памяти или состояния 
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активации), проводить функциональные тесты 

(например, регистрировать продукцию цито-

кинов, маркеров цитотоксичности и т. д.), де-

тектируя одновременно экспрессию несколь-

ких цитокинов/хемокинов и маркеров проли-

ферации. Современные многопараметрические 

инструменты позволяют одновременно изме-

рять экспрессию многих маркеров [5, 9].

Цель нашей работы — разработать и валиди-

ровать метод проточной цитометрии для оцен-

ки содержания антиген-реактивных Т-клеток, 

продуцирующих внутриклеточный IFNγ под 

воздействием на мононуклеарные клетки пери-

ферической крови человека антигенов вируса 

SARS-CoV-2.

Материалы и методы

Добровольцы, участвующие в исследовании. 

Образцы крови. Все добровольцы, участвую-

щие в исследовании, заполняли опросный 

лист с указанием основных характеристик, 

симптомов заболевания, наличия инфекции 

SARS-CoV-2, подтвержденной лабораторными 

тестами, наличия пневмонии, подтвержденной 

компьютерной томографией, дату иммуниза-

ции (если была) и использованный вакцинный 

препарат. Условно здоровые доноры также от-

мечали отсутствие продолжительных контак-

тов с больными COVID-19.

Взятие обазцов крови осуществлялось вене-

пункцией в условиях процедурного кабинета 

АО «ГЕНЕРИУМ» в период с апреля по июль 

2021 г. в пгт. Вольгинский Владимирской об-

ласти (Россия). От каждого донора было по-

лучено добровольное информированное со-

гласие на взятие образцов крови и включение 

результатов их анализа в данное исследование. 

Проведение исследования было одобрено ло-

кальным независимым этическим комите-

том при АО «ГЕНЕРИУМ» (протокол № 01 

от 11.11.2020). У переболевших COVID-19 кровь 

отбирали в интервале от 1 до 10 мес. после ис-

чезновения симптомов заболевания или нали-

чия отрицательного теста ПЦР.

Выделение мононуклеарных клеток перифе-

рической крови и приготовление рабочих суспен-

зий. Мононуклеарные клетки периферической 

крови (МКПК) выделяли методом центрифу-

гирования в градиенте плотности фиколла (ρ = 

1,077 г/см3) (НПП «ПанЭко», Россия) не позд-

нее чем через 1 ч после забора крови. Подсчет 

клеток проводили с использованием счетчика 

клеток — NucleoCounter® NC-100. Готовили ра-

бочую суспензию клеток МКПК с концентра-

цией 5,0 × 106 кл/мл и вносили в каждую лунку 

планшета по 5,0 × 105 МКПК (оптимальное ко-

личество) в среде ADCF-Mab® (HyClone, США) 

в объеме 100 мкл либо замораживали.

Криоконсервация. Клетки осаждали цен-

трифугированием при 400g. Осадок клеток 

ресуспендировали в среде для криоконсер-

вации клеток (эмбриональная телячья сы-

воротка (FBS, Capricorn Scientific, Германия) 

с добавлением 10% диметилсульфоксида 

(Sigma-Aldrich, США)), доводя содержа-

ние до 5,0 × 106 кл/мл. Суспензию вносили 

по 1,0 мл в промаркированные криопробир-

ки, которые помещали в коробку из пенопла-

ста с крышкой и охлаждали в морозильной 

камере при температуре не выше минус 70°С. 

Через 24–72 ч пробирки переносили в кри-

охранилище с жидким азотом и хранили 

до использования.

Размораживание МКПК. Криопробирку 

с клетками размораживали на водяной бане при 

температуре (37±1)°С. Содержимое криоампул 

переносили в пробирку, содержащую 5,0 мл сре-

ды для постановки теста. Центрифугировали 

1 мин при 400g и температуре (20±5)°С. Осадок 

клеток ресуспендировали в 1,0 мл среды для 

постановки теста и определяли их количество 

и жизнеспособность с помощью счетчика кле-

ток. Готовили рабочую суспензию МКПК для 

проведения анализа по живым клеткам.

Антигены и контроли. В качестве антигенов 

для стимуляции специфических Т-клеток ис-

пользовали пептиды, соответствующие основ-

ным белковым антигенам коронавируса SARS-

CoV-2: панель антигенов № 1 (АГ1, пептиды 

S-белка) и антигенов № 2 (АГ2, пептиды белков 

N, M, ORF3a и ORF7a). Пептиды, соответствую-

щие основным белковым антигенам корона-

вируса SARS-CoV-2 для стимуляции специ-

фических Т-клеток, были выбраны на основе 

публикаций, идентифицировавших реперту-

ар и встречаемость различных эпитопов для 

TCR у пациентов и конвалесцентов COVID-19. 

С помощью биоинформатического анализа 

в основном были исключены эпитопы, способ-

ные давать значительную кросс-реактивность 

с Т-клеточными эпитопами так называемых 

«простудных» коронавирусов штаммов OC43, 

NL63, 229E, HKU1. Для выбора оптимального 

набора пептидов, учитывая распространен-

ность TCR эпитопов и их соответствие геноти-

пам HLA в человеческой популяции, использо-

вали следующие работы и базы данных [14, 17, 

21, 24, 25, 26].

Для каждого образца МКПК использовали 

8 лунок. Отрицательный и положительный кон-

троль применяли для каждого образца инди-

видуально. В качестве отрицательного контро-

ля использовали среду ADCF-Mab® (HyClone, 

США), в качестве положительного контро-

ля — раствор фитогемагглютинина (ООО НПП 

«ПанЭко», Россия) с конечной концентрацией 

в лунке 7 мкг/мл.
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Процедура анализа. Планшеты инкубирова-

ли при температуре (37±1)°С, содержании СO2 

(5,0±0,5)% и влажности 95% в течение 16–24 ч. 

По окончании инкубации в каждую из лунок 

вносили по 10 мкл рабочего раствора ингиби-

тора транспорта белков в среде ADCF-Mab® 

(HyClone, США) из расчета 1 мкл ингибитора 

на 1 × 106 клеток. Инкубировали 4 ч при тем-

пературе (37±1)°С в атмосфере (5,0±0,5)% СО2 

при влажности 95%.

По окончании инкубации МКПК два раза 

отмывали фосфатно-солевым буферным рас-

твором, осаждая центрифугированием в те-

чение 5 мин при 500g и температуре (20±5)°С. 

Вносили раствор реагента Fixable Viability Stain 

510 (BD Biosceinces, США) в PBS (1 мкл реаген-

та на 1 × 106 клеток). Инкубировали в течение 

(9±2) мин при температуре (37±1)°С. Клетки от-

мывали два раза фосфатно-солевым буферным 

раствором, осаждая центрифугированием при 

500g и температуре (20±5)°С.

В лунки с МКПК вносили реагенты для им-

мунофенотипирования — мышиные антитела 

против человеческого CD3, меченые PerCP-Cy ™ 

5.5 (клон UCHT1); мышиные антитела против 

человеческого CD4, меченые PE (клон RPA-T4); 

мышиные антитела против человеческого CD8, 

меченые BB515 (клон RPA-T8) до финального 

разведения 1:150 в FACS-буфере с добавлением 

раствора для блокирования неспецифического 

связывания с Fc-рецепторами клеток (Fc Blook, 

BD Biosceinces, США) в соотношении 1:100. 

Инкубировали планшет в течение (30±5) мин 

при температуре (5±2)°С. По окончании инку-

бации клетки трижды отмывали FACS буфе-

ром, осаждая клетки центрифугированием при 

500g и температуре (5±3)°С.

Осадок МКПК ресуспендировали в 100 мкл/

лунка раствора для фиксации (Fixation Buffer, 

BD Biosceinces, США) и инкубировали в тече-

ние (20±2) мин при температуре (5±2)°С. После 

инкубации дважды отмывали клетки охлаж-

денным FACS-буфером.

Клетки МКПК однократно отмывали рабо-

чим раствором для пермеабилизации и отмывки 

(Perm/Wash, BD Biosceinces, США) и ресуспен-

дировали в растворе Perm/Wash. Инкубировали 

в течение (20±2) мин при температуре (5±2)°С. 

После инкубации клетки осаждали и вносили 

(кроме неокрашенной пробы и FMO-контроля 

по IFNγ) реагент для определения IFNγ (мыши-

ные антитела, специфичные к человеческому 

IFNγ меченые BV421, клон B27) до финально-

го разведения 1:100. Инкубировали в течение 

(30±5) мин при температуре (5±2)°С. После ин-

кубации дважды отмывали клетки раствором 

для пермеабилизации, осаждая центрифугиро-

ванием при 500g и температуре (5±2)°С. Осадок 

ресуспендировали в растворе Perm/Wash.

Обработка результатов анализа. Все резуль-

таты были получены на проточном цитометре 

BD FACSCanto II с использованием шаблонов, 

созданных с помощью программного обеспече-

ния FACSDiva (BD Biosciences, версия 6.1.3).

Оптимальные значения интенсивности 

флуо ресценции (MFI) (для каждого из флу-

орохромов в панели PerCP-Cy™5.5; PE; BB515 

BV421) были получены методом титрования на-

пряжений с измерением индекса окрашивания 

(Stain Index) до достижения максимального раз-

деления позитивной и негативной популяций. 

Целевой диапазон MFI для каждого флуорес-

центного канала был установлен с использова-

нием среднего значения MFI±два стандартных 

отклонения.

Для ежедневной настройки прибора перед 

сбором обработанных образцов был проведен 

ряд шагов по стандартизации. Сначала были за-

пущены Cytometer Setup и Tracking beads (BD 

Biosciences, Сан-Хосе, Калифорния), и получен-

ные настройки были использованы в экспери-

менте. Затем напряжения на фотоэлектронном 

умножителе были отрегулированы так, чтобы 

они попадали в заданный целевой диапазон MFI.

Для установки компенсации для учета спек-

трального перекрытия между флуоресцентны-

ми каналами использовали набор для оптими-

зации настроек компенсации флуоресценции 

для многоцветных проточных цитометричес-

ких анализов BD CompBeads Anti-Mouse Ig k/

Negative Control Compensation Particles Set (BD 

Biosciences).

При выполнении цитометрического анализа 

использовали следующий порядок гейтирова-

ния: из целевой популяции клеток выделяли жи-

вые клетки, затем выделяли CD3-положительную 

популяцию, затем — CD4- и CD8-позитивные 

клетки, среди которых выделяли Т-клетки, по-

зитивные по маркерам IFNγ (рис. 1, II обложка). 

Для достоверности получаемых данных в живых 

клетках регистрировали не менее 20 000 событий.

Результаты

Нами была проведена серия предвари-

тельных экспериментов для определения 

оптимальных реагентов, объемов, времени 

и других процедурных деталей проточного 

цитометрического анализа. Затем, используя 

оптимизированный метод, определяли чувст-

вительность, специфичность, прецизионность 

и робастность.

Валидационные испытания методики по ха-

рактеристикам «чувствительность» и «специ-

фичность» проводили, исследуя образцы:

 – положительные — МКПК от 18 доноров, 

переболевших COVID-19, с диагнозом, ве-

рифицированным лабораторными методами 
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(ПЦР, ИФА), и 1 донора, привитого вакци-

ной «Спутник V» (АО «ГЕНЕРИУМ»);

 – отрицательные — мононуклеарные клетки 

периферической крови, отобранные от 9 до-

норов с отрицательным анамнезом, не кон-

тактировавших с больными COVID-19, с от-

сутствием антител к антигенам SARS-CoV-2 

(по результатам ИФА).

При исследовании материала от интактных 

и переболевших доноров с использованием па-

нелей АГ1 и АГ2 антигенов вируса SARS-CoV-2 

определяли процентное содержание продуцентов 

IFNγ среди CD4- и CD8-позитивных Т-клеток. 

Далее применяли ROC-анализ [1, 29] и опреде-

ляли для каждой из двух популяций значения 

AUC (площади, ограниченной ROC-кривой 

и осью ложноположительных классификаций). 

Информативность метода считалась приемлемой 

при условии, что AUC составляла не менее 0,7.

Результаты оценки приведены в табл. 1–2 

и на рис. 2–3.

Для исследования прецизионности методи-

ки использовали образцы МКПК от трех доно-

ров — двух переболевших и одного вакциниро-

ванного. Прецизионность оценивали на двух 

уровнях — сходимость и внутрилабораторная 

прецизионность.

Оценку сходимости выполняли 2 оператора, 

каждый из которых выполнил по 3 независи-

мых измерения для 3 образцов МКПК от раз-

ных доноров, в 2 аналитических циклах (АЦ), 

с использованием обеих панелей антигенов ви-

руса SARS-CoV-2 (всего 4 АЦ).

Для оценки сходимости отдельно в каждом 

АЦ вычисляли дисперсию значений процентного 

содержания продуцентов IFNγ, полученных при 

повторных измерениях каждого образца МКПК. 

Значения дисперсии усредняли между АЦ и опе-

Таблица 1. Сводные результаты определения процентного содержания продуцентов IFNγ среди 

CD4- и CD8-позитивных Т-клеток при исследовании образцов МКПК от иммунных и неиммунных 

доноров с использованием панелей АГ1 и АГ2 антигенов вируса SARS-CoV-2

Table 1. The percentage of IFNγ producing CD4 and CD8 T cells among immune and non-immune donor-derived 
PBMC samples incubated with SARS-CoV-2 antigen panels (Ag1 and Ag2)

Популяция Т-клеток

T-cell population
CD4+ CD8+

Панель антигенов

Antigen panel
АГ1

Ag1
АГ2

Ag2
АГ1

Ag1
АГ2

Ag2
Иммунные доноры

Immune donors
Интервал значений

Range % (IFNγ+)
0,022–0,108 0,021–0,138 0,072–0,213 0,046–0,374

Среднее значение

Average value % (IFNγ+)
0,060 0,061 0,138 0,183

%CV 41,9 50,2 29,3 48,1
Неиммунные доноры

Non-immune donors
Интервал значений

Range of % (IFNγ+)
0,011–0,031 0,009–0,028 0,010–0,057 0,017–0,051

Среднее значение

Average value % (IFNγ+)
0,019 0,020 0,035 0,030

%CV 35,9 31,0 45,9 35,5

Таблица 2. Результаты ROC-анализа (оценка информативности метода, подбор порогового 

значения для оптимизации чувствительности и специфичности)

Table 2. ROC analysis (i.e., evaluation of assay’s threshold to optimize both sensitivity and specificity)

Т-клетки

T-cells type
Панель антигенов

Antigens panel
AUC (95% ДИ)

AUC (95% CI)
Пороговое значение

Threshold
Чувствительность

% Sensitivity
Специфичность

% Specificity

CD4+

АГ1

Ag1
0,97 (0,91–1,00) 0,029 88,9 88,9

АГ2

Ag2
0,97 (0,91–1,00) 0,029 94,4 100,0

CD8+

АГ1

Ag1
1,00 (1,00–1,00) 0,064 100,0 100,0

АГ2

Ag2
0,99 (0,97–1,00) 0,068 94,4 100,0



Рисунок 1. Порядок выделения целевых популяций Т-клеток МПКП
Figure 1. Flow cytometry gating strategy for PBMCs T cells
Примечание. А — выделение клеточной популяции; Б — выделение популяций живые/мертвые; В — выделение популяции CD3;
Г — выделение популяции CD4- и CD8-позитивных клеток; Д — выделение популяции CD4-IFNγ-позитивных клеток; Е — выделение
популяции CD8-IFNγ-позитивных клеток.
Note. A — cells; B — live/dead; C — CD3 positive; D — CD4+ and CD8+; E — CD4-IFNγ-positive; F — CD8-IFNγ-positive.
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Рисунок 2. Результаты определения процентного содержания продуцентов IFNγ среди CD4-

позитивных (слева) и CD8-позитивных (справа) Т-клеток при исследовании образцов МКПК 

от иммунных (темные маркеры) и неиммунных (светлые маркеры) доноров с использованием 

панелей АГ1 и АГ2 антигенов вируса SARS-CoV-2

Figure 2. The percentage of IFNγ producing CD4 (left) and CD8 (right) T-cells among immune (dark dots) and non-
immune (light dots) donor-derived PBMC samples incubated with SARS-CoV-2 antigen panels (Ag1 and Ag2)

Рисунок 3. ROC-кривые, полученные при исследовании процентного содержание продуцентов 

IFNγ среди CD4- и CD8-позитивных Т-клеток у иммунных и неиммунных доноров с использованием 

панелей АГ1 и АГ2 антигенов вируса SARS-CoV-2

Figure 3. ROC analysis for percentage of IFNγ-producing CD4 and CD8 T-cells among immune and non-immune 
donor-derived PBMC samples incubated with SARS-CoV-2 antigen panels (Ag1 and Ag2)
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раторами (полученное значение далее в тексте 

обозначается как Vсх) и вычисляли коэффици-

ент вариации сходимости (%CVсх) как отноше-

ние квадратного корня усредненной дисперсии 

к среднему значению процентного содержания 

продуцентов IFNγ для каждого образца МКПК 

(далее в тексте обозначается как M).

Для оценки внутрилабораторной преци-

зионности в каждом АЦ вычисляли значения 

процентного содержания продуцентов IFNγ, 

усредненные по повторным измерениям каждо-

го образца МКПК. Далее вычисляли стандарт-

ное отклонение между усредненными результа-

тами каждого АЦ (далее в тексте обозначается 

как Vмц). Коэффициент вариации внутрила-

бораторной прецизионности (CVвв) вычисляли 

по формуле [3]:

где N — количество измерений образца в преде-

лах АЦ, остальные условные обозначения см. 

в тексте.

Полученные значения приведены в табл. 3.

Для оценки криостабильности образцы 

МКПК от 3 доноров анализировали в свеже-

приготовленном виде и после однократного 

цикла заморозки/разморозки. Анализ прово-

дили только в формате CD8/АГ1. Полученные 

результаты приведены в табл. 4.

В качестве дополнения был выполнен рас-

чет критериев приемлемости для показателей 

отклика положительного и отрицательного 

контрольных антигенов, используемых в ана-

лизе (см. табл. 5). Для этого значения откли-

ка, полученные в опытах по оценке чувстви-

тельности и специфичности (см. выше), были 

Таблица 4. Результаты оценки 

криостабильности МКПК как показателя 

робастности методики

Table 4. Comparison of frozen and freshly prepared 
PBMCs samples

Донор 
МКПК

PBMCs 
donor

Статус образца МКПК

PBMCs sample

Р
е

з
у

л
ь

т
а

т

R
es

ul
t

Превышение 
порогового 

значения 
(0,064%)

Threshold 
exceeded 
(0,064%)

1

Свежеприготовленный

Freshly prepared
0,200

Да

Yes
Замороженный

Frozen
0,233

Да

Yes

2

Свежеприготовленный

Freshly prepared
0,168

Да

Yes
Замороженный

Frozen
0,173

Да

Yes

3

Свежеприготовленный

Freshly prepared
0,199

Да

Yes
Замороженный

Frozen
0,147

Да

Yes

Таблица 5. Расчет критериев приемлемости для показателей отклика положительного 

и отрицательного контрольных антигенов

Table 5. Evaluation of acceptance criteria for positive and negative controls’ response

Отрицательный контроль

Negative control
Положительный контроль

Positive control
Размах отклика

Response range
0,010–0,065 0,759–6,02

То же после логарифмирования

Log-response range
от –2,000 до –1,367 от –0,120 до 0,780

Усредненный логарифмированный отклик

Averaged log-response
–1,659 0,351

Стандартное отклонение

Standart deviation
0,216 0,246

Вычисленное значение критерия приемлемости

Acceptance criterion
� 0,059 � 0,725

Таблица 3. Результаты оценки сходимости и внутрилабораторной прецизионности

Table 3. Repeatability and intermediate precision assessment

Популяция Т-клеток

T-cell population
CD4+ CD8+

Панель антигенов

Antigen panel
АГ1

Ag1
АГ2

Ag2
АГ1

Ag1
АГ2

Ag2
CV сходимости

%CV of repeatability
16,5–18,8 11,7–17,5 3,8–6,9 4,7–13,8

CV внутрилабораторной прецизионности

%CV of intermediate precision
14,2–19,3 11,4–19,0 6,5–15,3 8,9–13,3
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логарифмированы по основанию 10. Для них 

были вычислены среднее арифметическое (M) 

и стандартное отклонение (SD). Значения кри-

териев приемлемости как предельные значе-

ния отклика (L), обеспечивающие ожидаемую 

частоту сбоев не выше 5%, были вычислены 

по формулам:

 – для отрицательного контроля: L (–) ≤ 10M+2SD;

 – для положительного контроля: L (+) ≥ 10M–2SD.

Обсуждение

Сбалансированный иммунный ответ свя-

зан с более легким течением заболевания, при 

этом важную в иммунитете COVID-19 роль 

играют CD4+ и CD8+ Т-клетки. У лиц с нару-

шенной регуляцией антиген-специфическо-

го ответа, например, в возрасте более 65 лет, 

имеющих связанный со старением дефицит 

наивных Т-клеток, чаще наблюдается плохой 

исход [18]. При анализе Т-клеточного ответа 

на SARS-CoV-2 необходимо дифференциро-

вать ответ перекрестно-реактивых к эндемич-

ным коронавирусам человека (HCoV) Т-клеток. 

Активация Т-клеток антигенами SARS-CoV-2, 

в зависимости от исследования, наблюдалась 

у 35–90% здоровых людей, чья иммунная си-

стема не встречалась с данным патогеном [7, 

14, 19, 20, 25, 29]. При этом находящиеся в ды-

хательных путях перекрестно-реактивные 

Т-клетки важны для защиты от аэрозольной 

трансмиссии SARS-CoV-2 [11]. Кроме того, ко-

личество перекрестно-реактивных Т-клеток 

коррелирует с исходом инфекции после воздей-

ствия SARS-CoV-2 [13]. Т-клетки, отвечающие 

на SARS-CoV-2 у наивных пациентов, можно 

отличить от клеток после инфекции COVID-19 

по профилю секреции цитокинов после сти-

муляции пулом пептидов SARS-CoV-2 [27]. 

Цитометрические анализы экспрессии цито-

кинов, маркеров активации или пролифера-

ции, демонстрируют высокую чувствитель-

ность, позволяя определять истинный статус 

образцов [22].

Проточная цитометрия еще не достигла та-

кой же степени стандартизации, как другие 

лабораторные методы. В условиях поисковых 

исследований не всегда проводится строгая 

проверка эффективности анализа. Это создает 

проблему при определении уровня детализа-

ции, точки отсечения, приемлемой точности 

и других критериев достоверности метода. В на-

шей работе мы описываем общий подход для 

оценки реактивности Т-клеток памяти челове-

ка к антигенам вируса SARS-CoV-2 c использо-

ванием проточной цитометрии.

В рамках выполненной работы нами прове-

дено экспериментальное подтверждение при-

годности метода для получения достоверных 

результатов. В ходе валидационных испытаний 

методики по характеристикам «чувствитель-

ность» и «специфичность», для CD4 и CD8 по-

пуляций Т-клеток и обеих панелей антигенов 

получены значения AUC выше 0,95, что под-

тверждает высокую информативность метода. 

Пороговые значения сигнала (процентного со-

держания продуцентов IFNγ), обеспечиваю-

щие оптимальную чувствительность и специ-

фичность (около 90% и выше), составили для 

CD4-позитивных Т-клеток 0,029%, для CD8-

позитивных Т-клеток 0,064–0,068%.

Критерии приемлемости при оценке вну-

трилабораторной прецизионности и сходимо-

сти были нами установлены на основе переч-

ня основополагающих специализированных 

работ [4, 10, 23, 28]. Сходимость и внутрилабо-

раторная прецизионность считались приемле-

мыми, если %CVсх и %CVвв по всем образцам 

МКПК не превышали 20%. Оптимальную схо-

димость и внутрилабораторную прецизион-

ность показал формат метода CD8/АГ1 и CD8/

АГ2, предполагающий определение процент-

ного содержания продуцентов IFNγ среди CD8-

позитивных Т-клеток с использованием пане-

ли антигенов АГ1 и АГ2. Этот формат решено 

использовать в дальнейшем как основной при 

проведении рутинных анализов.

В качестве показателя робастности методи-

ки нами была выбрана стадия заморозки/раз-

морозки образца МКПК, которая может влиять 

на состояние клеток и их способность проду-

цировать IFNγ в присутствии антигена. В ходе 

экспериментов робастность подтвердили, уста-

новив, что для всех образцов МКПК в свеже-

приготовленном виде и после цикла замороз-

ки/разморозки результат определения значе-

ний процентного содержания CD8-позитивных 

Т-клеток по маркерам IFNγ был выше поро-

гового значения, определенного при оценке 

чувствительности и специфичности (0,064%). 

Таким образом, в ходе исследований была до-

казана возможность использования в данном 

методе как свежевыделенных, так и заморожен-

ных МКПК.

Спонтанное высвобождение IFNγ в анали-

зах было описано в литературе и было связано 

с образцами PBMC от доноров с повышенными 

уровнями предшествующей иммунной актива-

ции как CD4+, так и CD8+ Т-клеток [15]. Чтобы 

отличить пептид-специфические ответы в об-

разцах РВМС от высокого неспецифического 

фона, мы установили подтверждающую точ-

ку отсечения для отрицательного контроля. 

Эта точка отсечения будет использоваться для 

определения специфичности пептидного от-

вета (если и пептидная стимуляция и отсут-

ствие пептидной стимуляции привели к отве-

там). У лиц с нарушенной регуляцией антиген-
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специфического ответа, например, имеющих 

связанный со старением дефицит наивных 

Т-клеток [14], возможна низкая степень акти-

вации иммунокомпетентных клеток в ответ 

на патоген. Чтобы подтвердить отсутствие на-

рушений регуляции антиген-специфического 

ответа мы установили подтверждающую точ-

ку отсечения для положительного контроля 

(не менее 0,725).

На основании описанных результатов ва-

лидации метод был признан пригодным для 

оценки реактивности Т-клеток памяти челове-

ка к антигенам вируса SARS-CoV-2 c использо-

ванием проточной цитометрии.

Выводы

По итогам валидации, подтверждена пригод-

ность методики «Оценка антиген-реактивных 

Т-клеток, продуцирующих внутриклеточный 

IFNγ при воздействием на мононуклеарные 

клетки периферической крови человека анти-

генов вируса SARS-CoV-2, методом проточной 

цитометрии» для получения достоверных ре-

зультатов при определении содержания внутри-

клеточного IFNγ в МКПК. Методику исполь-

зовали при характеризации стандартных кон-

трольных образцов для внутреннего контроля 

качества наборов ТиграТест® SARS-CoV-2.
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