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Аннотация
Эффективность вирус-специфических Т-клеток в устранении патогенов включает в себя тонкий баланс между их противовирусными и воспалительными свойствами. Т-клетки, специфичные для SARS-CoV-2, у людей, избавившихся от инфекции SARS-CoV-2 без симптомов или заболевания, могут проявлять не патологические, но защитные характеристики. Поэтому мы сравнили количество и функцию Т-лимфоцитов, специфичных для SARS-CoV-2, в когорте бессимптомных лиц (n = 85) и пациентов с симптомами COVID-19 (n = 76) в разные моменты времени после сероконверсии антител. Мы количественно оценили Т-клетки, реактивные к структурным белкам (M, NP и Spike), используя пробы ELISpot, и измерили уровень секреции цитокинов (IL-2, IFN-γ, IL-4, IL-6, IL-1β, TNF-α. и IL-10) в цельной крови после активации Т-клеток наборами пептидов SARS-CoV-2 в качестве индикатора функционального состояния. Встречаемость Т-лимфоцитов, специфичных для различных белков SARS-CoV-2, на ранних этапах выздоровления была одинаковой у бессимптомных и симптоматических лиц. Однако, мы обнаружили повышенную продукцию IFN-γ и IL-2 у бессимптомных людей по сравнению с симптомными индивидуумами после активации SARS-CoV-2-специфических Т-клеток в крови. Это было связано с пропорциональной секрецией ИЛ-10 и провоспалительных цитокинов (ИЛ-6, ФНО-α и ИЛ-1β) только при бессимптомной инфекции, в то время как непропорциональная секреция воспалительных цитокинов была вызвана SARS-CoV-2- специфической активацией Т-клеток у лиц с симптомами. Таким образом, бессимптомные лица, инфицированные SARS-CoV-2, не характеризуются слабым противовирусным иммунитетом; напротив, они формируют устойчивый и высоко-функциональный вирусоспецифический клеточный иммунный ответ.
Введение
Характеристика адаптивного иммунитета против SARS-CoV-2 имеет решающее значение для понимания его роли в защите или патогенезе. Антитела и Т-клетки действуют вместе, чтобы уменьшить распространение вируса в организме хозяина и уничтожить патоген из инфицированных клеток. Однако, защитный иммунный ответ может также запускать патологические процессы, характеризующиеся локализованными или системными воспалительными явлениями. Воспаление и повреждение тканей могут быть результатом прямого лизиса инфицированных клеток вирус-специфическими антителами и Т-клетками или высвобождения медиаторов воспаления, продуцируемых инфицированными клетками и активированными миелоидными клетками. Об этих сценариях сообщалось в патогенезе COVID-19 (1). В более тяжелых случаях системные высокие уровни воспалительных цитокинов (IL-1β, IL-6), наличие активированных моноцитов в кровеносном русле (2,3) и в легких (4) сосуществуют с вирус-специфическими антителами и Т-клетками (5). Таким образом, вопрос о том, являются ли вирус-специфические антитела или Т-клетки преимущественно опосредующими защиту или повреждение, остается открытым. Антитела против Spike (S) белка SARS-CoV-2 обладают защитной способностью in vitro, но их титры у пациентов с COVID-19, как сообщается, положительно коррелируют с тяжестью заболевания (6,7). Точно так же прямая связь с тяжестью заболевания была обнаружена во встречаемости SARS-CoV-2-специфичных Т-лимфоцитов у пациентов с COVID-19. Более широкий и количественно более устойчивый Т-клеточный ответ, специфичный для SARS-CoV-2, был продемонстрирован у выздоравливающих с тяжелым течением COVID-19 по сравнению с выздоравливающими с легким течением (8). Однако положительная связь между количеством Т-лимфоцитов, специфичных для SARS-CoV-2, и тяжестью заболевания в недавних исследованиях, посвященных измерению Т-клеток, специфичных для SARS-CoV-2, на ранних этапах COVID-19 не была подтверждена. Ранняя индукция и более устойчивый SARS-CoV-2-специфический CD4 и CD8 Т-клеточный ответ были связаны с более легким развитием болезни (9,10). Кроме того, защитная роль Т-клеток была продемонстрирована на животных моделях коронавирусных инфекций, в которых вирус-специфические Т-клетки уничтожают вирус с небольшой патологией легких (11,12).
В этой работе мы расширяем наше исследование вирус-специфических Т-лимфоцитов при инфекции SARS-CoV-2 путем изучения бессимптомных людей, инфицированных SARS-CoV-2. Они составляют значительную часть инфицированных лиц (13) и являются ключом к пониманию иммунного ответа, способного контролировать вирус, не вызывая патологических процессов. Однако, современные знания об их противовирусном иммунитете ограничены. SARS-CoV-2-специфические антитела (14) и Т-клетки индуцируются у бессимптомных людей (15), но зафиксированные более низкие уровни антител (14) и Т-клеточного ответа (15,16), были интерпретированы как признак того, что у бессимптомных людей проявляется нормальный врожденный (17), но слабый адаптивный противовирусный иммунитет (14). Поскольку титры антител и встречаемость Т-лимфоцитов, специфичных для SARS-CoV-2, в крови могут претерпевать динамические изменения после удаления вируса (10), мы пришли к выводу, что правильное количественное сравнение Т-лимфоцитов, специфичных для SARS-CoV-2, у лиц с симптомами и бессимптомных лиц должно проводиться в одинаковые моменты времени после заражения. Отсутствие симптомов затрудняет такую ​​оценку. Поэтому мы выбрали 85 бессимптомных лиц из когорты людей, живущих в густонаселенных общежитиях с активным распространением инфекции SARS-CoV-2 (Рис. 1A), которые, судя по кинетике появления и исчезновения антител против NP и Spike, вероятно, подверглись воздействию SARS-CoV-2 в разные моменты времени. У этих людей мы измерили непосредственно ex vivo количество Т-клеток, продуцирующих IFN-γ, реактивных к пулам пептидов, покрывающих различные структурные белки (M, NP и Spike), и сравнили его с величиной Т-клеток, обнаруженной у пациентов с симптомами, инфицированных SARS -CoV-2 в аналогичные моменты времени.
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Рис. 1. Включение доноров, подвергшихся воздействию SARS-CoV-2.
(A) Подтвержденные случаи заражения SARS-CoV-2 в Сингапуре, разделенные на завезенные случаи (красный цвет), случаи среди жителей общежития (синий цвет) и все другие случаи в сообществе (желтый цвет). Черные стрелки указывают даты, когда были взяты образцы крови для исследования. (B) Диаграмма, показывающая количество участников, которые были приглашены для участия в исследовании. Участники, сдавшие кровь при наборе и через 2 и 6 недель наблюдения, были протестированы на серологию IgG к NP (Abbott) и sVNT-nAb (GenScript). Дополнительный образец крови был взят на 6 неделе у 85 бессимптомных участников с различными серологическими профилями для анализа Т-клеточных ответов, специфичных для SARS-CoV-2. * Симптомы: лихорадка, кашель, насморк, боль в горле, одышка, усталость, мышечные боли, диарея или аносмия (потеря обоняния).


Мы также оценили функциональный профиль Т-клеток, специфичных для SARS-CoV-2, как у лиц с симптомами, так и у бессимптомных. Мы разработали тест для количественной оценки секреции IL-2, IFN-γ, IL-4, IL-6, IL-12p70, TNF-α, IL-1β и IL-10 непосредственно в цельной крови после активации Т-клеток пулами пептидов, покрывающими различные белки SARS-CoV-2. Эта экспериментальная система не только измеряет количество цитокинов Т-клеток (IL-2, IL-4, IFN-γ), непосредственно секретируемых SARS-CoV-2-специфическими Т-клетками, но также может  напрямую оценивать способности Т-клеток активировать воспалительные или регуляторные пути в других циркулирующих иммунных клетках. Наши результаты предоставляют экспериментальные доказательства того, что у бессимптомных людей возникает вирус-специфический Т-клеточный ответ, который по величине неотличим от симптоматических пациентов, но функционально более подходит, характеризуется повышенной секрецией цитокинов Th1 (IFN-γ и IL-2), связанной с пропорциональным и скоординированным продуцированием про- (IL-6, TNF-α, IL-1β) и противовоспалительных (IL-10) цитокины. Обсуждаются последствия этих открытий для патологии и дизайна вакцины.
Полученные результаты
Продолжительные серологические исследования при бессимптомной инфекции SARS-CoV-2
С апреля 2020 года в Сингапуре наблюдались крупные вспышки инфекции SARS-CoV-2 среди рабочих-мигрантов, проживающих в густонаселенных общежитиях (Рис. 1A). Чтобы выбрать бессимптомных людей, которые подверглись воздействию SARS-CoV-2 в разное время, мы наблюдали за 478 жителями общежития, пораженными SARS-CoV-2, которые сдали кровь при приеме на работу, и через 2 и 6 недель спустя для серологического тестирования антинуклеопротеидных (NP) IgG и нейтрализующих антител (nAb) (Рис. 1B). При принятии на работу 131 из 478 (27,4%) участников были серопозитивными по любому из тестов, при этом 6 (4,6%) сообщили о симптомах, совместимых с COVID-19, в предшествующие 4 недели (Рис 2A). В течение 6-недельного периода наблюдения 171 из 347 (49,3%) изначально серонегативных лиц претерпели сероконверсию по любому из тестов, что свидетельствует о продолжающемся воздействии инфекции SARS-CoV-2. Только 15 (5,5%) человек сообщили о симптомах, как правило, легкой степени в течение периода наблюдения. Большинство серопозитивных лиц (281/302; 93%) не имели симптомов. Лица с симптомами были впоследствии исключены из этого исследования (Рис. 1B).
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Рис. 2. Профиль антител, специфичных к SARS-CoV-2, показывающий рост распространенности инфекции среди жителей общежития в течение периода исследования.
(A) Процент доноров, положительных по анти-NP IgG (черный) и нейтрализующим антителам (серый) при поступлении и через 2 и 6 недель; выделены доноры с положительными антителами, у которых наблюдались симптомы COVID-19 до (желтый) и во время (красный) исследования. (B) Точечные графики показывают во времени количество антител против NP IgG (ось У) и % ингибирования антителами, нейтрализующими вирус (sVNT; ось Х) в сыворотке 434 бессимптомных участников исследования при наборе (слева), после 2 недели (в центре) и через 6 недель (справа). Серая область обозначает предел обнаружения анализа. Корреляция Спирмена. (C) Продольные уровни анти-NP IgG у бессимптомных доноров, которые были серопозитивными на момент набора (слева; n = 106, слева), у которых сероконверсия произошла на 2 неделе (n = 52, в середине) и у которых сероконверсия произошла к 6 неделе (n = 77, правильно). (D) Серологический профиль анти-NP IgG доноров, выбранных для анализа Т-клеток, специфичного для SARS-CoV-2, через 6 недель. Доноры с различными профилями антител показаны разными цветами и сведены в таблицу.

Кинетика анти-NP IgG и нейтрализующих антител к RBD суррогатного вируса (sVNT-nAb) (18)   у асимптоматических участников исследования показаны на Рисунке 2. В целом, существует сильная корреляция между титрами IgG к NP и % ингибирования sVNT-nAb (Рис. 2B). Однако во все моменты времени более высокий процент бессимптомных доноров был положительным на sVNT-nAb (30,9%, 47,0% и 65,4% при наборе, на 2-ю и 6-ю недели, соответственно) по сравнению с IgG против NP (24,4%, 34,6% и 47,5%) (Рис 2A). Среди 106 человек с положительными уровнями анти-NP IgG при наборе 27 (25,5%) потеряли их в течение шести недель (Рис 2B, C). Напротив, из 134 участников, которые были серопозитивными по sVNT-nAb на исходном уровне, только 12 (9,0%) стали отрицательными за тот же период времени (Рис S1).
Количественное определение вирус-специфических Т-лимфоцитов у бессимптомных доноров, подвергшихся воздействию SARS-CoV-2
Чтобы исследовать Т-клетки, специфичные для SARS-CoV-2, в 6-недельную временную точку, которая соответствует 3 месяцам после первого подтвержденного случая в этом общежитии, мы выбрали из 434 бессимптомных участников исследования, 85 человек с различными профилями антител (Рис 2C, D). 57 были положительными по отношению к NP IgG при наборе. Из них 33 человека оставались устойчиво положительными по отношению к NP IgG в течение 6-недельного наблюдения, в то время как у 24 человек уровень антител снизился ниже предела обнаружения при анализе. Затем мы отобрали 28 человек, которые были серонегативными при наборе. Из них 15 стали анти-NP IgG положительными, а 13 были устойчиво отрицательными.
Сначала мы проанализировали частоту клеток, реагирующих на три структурных белка SARS-CoV-2, с помощью анализов ex vivo IFN-γ-ELISpot (Рис 3A). Мы разработали пулы 15-мерных пептидов, покрывающих целые белки NP и M, и выбранный пептидный пул из 15-мерных пептидов, покрывающий наиболее иммуногенные области Т-клеток для S белка (Рис 3A,Рис S2). Как было показано ранее (19), мы демонстрируем путем окрашивания внутриклеточных цитокинов, что IFN-γ продуцируется CD4 и CD8 T-клетками в ответ на пептидную стимуляцию, как непосредственно ex-vivo, так и после кратковременного размножения линий T-клеток, повторно стимулированных отдельными пептидами (Рис S3).
[image: Fig. 3.]
· Скачать рисунок
· Открыть в новой вкладке
Рис. 3. Частота Т-клеток, специфичных для различных белков SARS-CoV-2, у бессимптомных доноров с различными серологическими профилями.
(A) Протеомная организация SARS-CoV-2; анализируемые белки выделены красным контуром и отмечены *. 15-мерные пептиды, перекрывающиеся 10 аминокислотами, были разделены на пулы, покрывающие нуклеопротеин (NP1, NP-2) и мембрану (M), и отобраны 15-мерные пептиды, покрывающие больше иммуногенных областей Т-клеток к Spike белку (S). Реактивность Т-клеток тестировали с помощью IFN-γ-ELISpot ex vivo. (B) Частота IFN-γ-образующих пятен клеток (SFC), реактивных к отдельным пулам пептидов, показана для бессимптомных доноров с различными серологическими профилями (линия = медиана). IFN-γ-SFC ≥10 / 106 PBMC считались положительными (серая зона ниже предела обнаружения). Кружки ниже представляют процент положительного ответа (красный) на отдельные пулы пептидов.

SARS-CoV-2-специфические Т-клетки присутствуют у всех бессимптомных серопозитивных людей.
Клетки, реактивные к пулам пептидов SARS-CoV-2, были обнаружены у всех людей, положительных по анти-NP IgG, независимо от продолжительности персистенции антител (Рис. 3B). Более того, почти у всех людей с положительной реакцией на анти-NP IgG были Т-клетки, специфичные для SARS-CoV-2, которые одновременно реагировали как минимум на 3 пула, за исключением 2 (из 24) людей, которые утратили анти-NP специфичные IgG (Рис. 3B). Во всех группах с разными серологическими профилями пул М-пептида вызывал более высокую частоту специфических Т-клеток по сравнению с пулами S и двумя NP.
Среди 13 устойчиво отрицательных анти-NP IgG участников, 4 имели Т-клетки, специфичные для SARS-CoV-2, с такой же частотой, как и участники, положительные по антителам (Рис. 3B, справа).
Частота, мультиспецифичность и кинетика клеточного иммунитета, специфичного для SARS-CoV-2, при симптоматической и бессимптомной инфекции.
Далее мы сравнили Т-клеточный ответ, специфичный для SARS-CoV-2, бессимптомной когорты с ответом с когортой госпитализированных пациентов с COVID-19 с легкими и тяжелыми симптомами (Таблица S1). В течение первых 3 месяцев после заражения вирусом частота вирусоспецифических Т-клеток, реактивных к пептидам M, NP и S, была одинаковой у пациентов с симптомами COVID-19 и у бессимптомно инфицированных лиц, и в обеих группах наблюдалась более высокая частота M-пул-реактивных Т-клеток по сравнению с другими пулами (Рис 4A). Важно отметить, что почти все пациенты с COVID-19 и бессимптомные люди с серологическими признаками инфекции имели Т-клетки, распознающие по крайней мере 3 пептидных пула (Рис 4B).
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Рис. 4. Динамика и иерархия Т-лимфоцитов, специфичных для SARS-CoV-2, при бессимптомной и симптомной инфекции.
(A) Частота IFN-γ-образующих пятен клеток (SFC), реактивных к индивидуальным пулам пептидов, показана для бессимптомных доноров, инфицированных SARS-CoV-2, которые были серологически положительными по анти-NP-IgG по крайней мере в одной временной точке в течение периода исследования (n = 72; слева), для пациентов с COVID-19 от острой болезни до 3 месяцев после заражения (n = 45; в центре) и архивных пациентов, не подвергавшиеся воздействию (n = 51; справа) (линия = медиана). Круги ниже представляют частоту положительного (IFN-γ-SFC ≥10 / 106 PBMC) ответа (красный) на отдельные пулы пептидов. Односторонний дисперсионный анализ RM с поправкой Гринхауса-Гейссера, за которым следует тест множественных сравнений Холма-Сидака. (B) Гистограммы показывают процент доноров, реагирующих на количество протестированных пулов пептидов. (C) Частота IFN-γ-SFC, реактивного к индивидуальным пептидным пулам, показана для каждого донора бессимптомной когорты (n = 72). Доноры организованы в соответствии с их серологическим статусом антител против NP IgG. (D) Частота реактивности IFN-γ-SFC по отношению к индивидуальным пулам пептидов показана у бессимптомных доноров, сгруппированных по статусу анти-NP IgG. (E) Частота IFN-γ-SFC, реактивных к отдельным пулам пептидов, показана для пациентов с симптомами COVID-19, распределенная по месяцам после выведения инфекции SARS-CoV-2 (n = 82). (F) Частота реакции IFN-γ-SFC на отдельные пулы пептидов показана у пациентов с COVID-19, сгруппированных по месяцам после заражения. (G) Частота реактивных клеток на SARS-CoV-2-пептид у лиц с бессимптомной (синий) и симптомной (красный) инфекцией во время острой фазы до 1 месяца после выздоровления (слева), у выздоравливающих через 2-3 месяца после заражения (посередине), и бессимптомным через 2-3 месяца, симптомным через 4-7 месяцев после заражения (справа).


В контрасте, картина перекрестно-реактивных Т-клеток, специфичных для SARS-CoV-2, в архивных образцах от людей, не подвергавшихся воздействию SARS-CoV-2, была иной. Общая частота была ниже (от 10 до 100 пятен на 106 PBMC), и там, где присутствовали Т-клетки, реагирующие с SARS-CoV-2-пептидом (20 из 51), они в основном реагировали с единым пептидным пулом (Рис. 4A / B). Только у 1 из 51 протестированного человека, не подвергавшегося воздействию, были Т-клетки, специфичные для 3 пулов пептидов.
Чтобы выяснить, претерпевают ли вирус-специфические Т-клетки клональную редукцию с течением времени, мы сравнили их силу и специфичность пептидного пула у лиц, у которых произошла сероконверсия в анти-NP IgG-позитивные в течение предыдущих 4 недель, у людей, у которых произошла сероконверсия более 6 недель назад, и у лиц с первоначальной серопозитивностью, которые стали анти-NP IgG негативными. Частота Т-лимфоцитов, специфичных для SARS-CoV-2, была выше у недавних сероконвертеров (анти-NP-IgG + <4 недель), чем у инфицированных ранее (Рис. 4C, D). Среди тех, кто стал отрицательным по отношению к NP IgG, частота SARS-CoV-2-специфических Т-клеток была ниже.
Снижение частоты Т-лимфоцитов, специфичных для SARS-CoV-2, также было очевидно из серийных перекрестных проб пациентов с COVID-19 в острой фазе в течение 7 месяцев после выведения вируса (Рис. 4E, F). Со временем некоторые пациенты теряли Т-клетки, специфичные для отдельных пептидных пулов, но М-специфические Т-клетки сохранялись у всех протестированных доноров с симптомами и без них (Рис. 4D, F).
Поскольку со временем наблюдалось постепенное снижение количества Т-лимфоцитов, специфичных для SARS-CoV-2, у всех подвергшихся воздействию людей, мы сравнили кинетику их снижения между бессимптомными и симптомными когортами. Среди недавно выявленных сероконвертеров (<4 недель) частота Т-лимфоцитов, специфичных для SARS-CoV-2, была сопоставима с таковой у пациентов с симптомами COVID-19, протестированных во время инфекции и в течение 1 месяца после выведения вируса (Рис 4G, слева). Однако у бессимптомных доноров, которые подверглись воздействию SARS-CoV-2 примерно на 2-3 месяца раньше (anti-NP +> 6 недель назад, первый подтвержденный случай 3 месяца назад), была выявлена ​​сниженная частота SARS-CoV-2-специфического пула T-клеток по сравнению с пациентами, вылечившимися от симптоматической инфекции на 2-3 месяца раньше (Рис 4G, посередине). Таким образом, частота Т-клеток, специфичных для SARS-CoV-2, снижается быстрее после бессимптомной инфекции и в течение 2-3 месяцев достигает уровней, обнаруженных у пациентов с симптомами, обнаруженных через 4-7 месяцев после заражения (Рис 4G, справа).
Характер цитокинов, индуцированных активацией Т-клеток, специфичных для SARS-CoV-2, при симптомной и бессимптомной инфекциях
Чтобы функционально определить противовирусный клеточный иммунный ответ, присутствующий у бессимптомных и симптомных лиц, инфицированных SARS-CoV-2, мы разработали анализ, в котором уровень Th1 (IFN-γ, IL-2, TNF-α), Th2 (IL- 4), провоспалительных (IL-6, IL-1β, IL-12p70) и регуляторных (IL-10) цитокинов тестировались непосредственно в цельной крови после стимуляции в течение ночи пулами пептидов SARS-CoV-2 (Рис. 5A). Цитокины, секретируемые во время стимуляции в течение ночи, могут продуцироваться либо путем активации вирус-специфичных Т-клеток напрямую, либо косвенно другими типами клеток, которые реагируют на активацию антиген-специфических Т-клеток (Рис S4).
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Рис. 5. Профиль секреции цитокинов цельной крови бессимптомных и симптомных выздоравливающих, стимулированной пулами пептидов SARS-CoV-2.
(A) Схема стимуляции цельной крови пулами пептидов SARS-CoV-2 в течение ночи и анализа профиля секреции цитокинов (после учета DMSO в контроле) с использованием неконтролируемого алгоритма кластеризации UMAP. (B) UMAP плоты с тепловыми картами секреции цитокинов. (C) Объединенные профили секреции цитокинов в цельной крови, стимулированной пулом пептидов, от бессимптомных инфицированных SARS-CoV-2 (слева, синий, 31 донор, 121 тест), SARS-CoV-2, не подвергшихся воздействию (в центре, серый, 9 доноров, 36 тестов) ) и SARS-CoV-2 с легкими (справа, оранжевый, 31 донор, 96 тестов) и умеренными и тяжелыми симптомами (справа, красный, 8 доноров, 21 тест), наложенные на глобальный график UMAP всех проанализированных образцов (черные точки ; каждая точка соответствует одному супернатанту культуры). (D) Профиль секреции цитокинов образцов из бессимптомной когорты, разделенный донорами, у которых произошла сероконверсия к анти-NP IgG + < 4 недели назад (слева), которые постоянно были серопозитивными (в центре), и те, кто потерял анти-NP IgG в течение 6-недельного периода исследования (справа). (E) Профиль секреции цитокинов в образцах из когорты с симптомами, разделенных донорами, которые находятся на 1-м месяце (слева), 2-м месяце (в центре) и 3-5-м месяце (справа) после заражения SARS-CoV-2. (F) Количество указанных цитокинов, секретируемых при стимуляции цельной крови пулами пептидов, сравнивается между донорами, у которых недавно (<4 недель назад) была бессимптомная (синий) или симптомная (красный) инфекция SARS-CoV-2. Линия = средняя концентрация. Краскала Уоллиса (непараметрический односторонний дисперсионный анализ) с последующим тестом множественных сравнений Данна. (E) Профиль секреции цитокинов в образцах из когорты с симптомами, разделенных донорами, которые находятся в категориях 1-й месяц (слева), 2-й месяц (в центре) и 3-5-й месяц (справа) после заражения SARS-CoV-2. (F) Количество указанных цитокинов, секретируемых при стимуляции цельной крови пулами пептидов, сравнивается между донорами, у которых недавно (<4 недель назад) была бессимптомная (синий) или симптоматическая (красный) инфекция SARS-CoV-2. Линия = средняя концентрация. Краскала Уоллиса (непараметрический односторонний дисперсионный анализ) с последующим тестом множественных сравнений Данна. (E) Профиль секреции цитокинов в образцах из когорты с симптомами, разделенных донорами, которые находятся в категориях: 1-й месяц (слева), 2-й месяц (в центре) и 3-5-й месяц (справа) после заражения SARS-CoV-2. (F) Количество указанных цитокинов, секретируемых при стимуляции цельной крови пулами пептидов, сравнивается между донорами, у которых недавно (<4 недель назад) была бессимптомная (синий) или симптоматическая (красный) инфекция SARS-CoV-2. Линия = средняя концентрация. Краскала Уоллиса (непараметрический односторонний дисперсионный анализ) с последующим тестом множественных сравнений Данна. 
Мы использовали UMAP (Uniform Manifold Approximation and Projection) для неконтролируемого уменьшения размерности и кластеризации (20) секретом всех пептид-стимулированных образцов после учитывания уровней цитокинов, присутствующих в соответствующих контролях ДМСО (Рис. 5B). Это показало, что секреция цитокинов, обычно продуцируемых Т-клетками, IFN-γ и IL-2, перекрывается. Кроме того, совместно секретируются IL-6 и IL-1β, а также TNF-α и IL-10. IL-12p70 и IL-4 не были обнаружены в большинстве образцов. В то время как стимуляция крови от неэкспонированных доноров не вызывала секреции цитокинов, секретомы инфицированных SARS-CoV-2 доноров различались при симптомной и бессимптомной инфекциях (Рис 5C). Большинство образцов от бессимптомных доноров совместно секретировали высокие уровни IFN-γ и IL-2, тогда как образцы симптоматических доноров продуцировали низкие уровни IFN-γ и IL-2. Группа проб от доноров с симптомами, в основном, пациентов с тяжелым заболеванием,  характеризуется высокими уровнями секреции IL-6, TNF-α, IL-1β и IL-10 (Рис 5C).
Для людей с бессимптомной инфекцией SARS-CoV-2 мы использовали появление, сохранение и снижение уровней анти-NP IgG в качестве показателя времени с момента заражения. Это отличает пациентов с недавней инфекцией (<4 недель анти-NP IgG +) от тех, кто был инфицирован в более ранние временные точки, и позволяет нам сравнивать их с симптомными пациентами, которые избавились от вируса в течение последних 4 недель. Поразительно, что профиль цитокинов между этими двумя недавно инфицированными симптомными и бессимптомными группами полностью разделен UMAP (Рис 5D слева, 5E слева). Все образцы от недавно инфицированных бессимптомных лиц совместно секретировали высокие уровни IFN-γ (медиана = 292 пг / мл) и IL-2 (медиана = 250 пг / мл) и промежуточные уровни IL-6, TNF-α, IL. -1β и ИЛ-10. Напротив, образцы от недавно инфицированных симптоматических доноров совместно секретировали низкие уровни IFN-γ (медиана = 35 пг / мл) и IL-2 (медиана = 45 пг / мл), а подгруппа совместно секретировала очень высокие уровни IL -6, TNF-α, IL-1β и IL-10 (Рис. 5D, E, F).
Затем мы сопоставили уровни цитокинов, секретируемых пептидной стимуляцией цельной крови, с частотой образования пятен IFN-γ клеток, обнаруженных с помощью анализа ELISpot в ответ на те же пулы пептидов (Рис 6). Уровни секреции IFN-γ и IL-2, индуцированные стимулированными пептидом образцами, коррелировали (p <0,0001) с количеством пятен IFN-γ как у бессимптомных, так и у лиц с симптомами, но более высокие уровни обоих цитокинов по отношению к количеству пятен были обнаружены у бессимптомных лиц.
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Рис. 6. Частота и функция пул реактивных клеток SARS-CoV-2-пептид.
(A) Частота IFN-γ-образующих пятна клеток (SFC), реактивных к пулам пептидов, проанализированным с помощью анализа ELISpot (ось Х), нанесена на график в зависимости от количества цитокинов, секретируемых после стимуляции цельной крови идентичными пулами пептидов (ось У) бессимптомной когорты. Образцы от доноров с недавней инфекцией SARS-CoV-2 (<4 недель анти-NP IgG +) выделены синим цветом. Корреляция Спирмена. (B) Частота IFN-γ-секретирующих клеток (SFC), реактивных к пулам пептидов, проанализированным с помощью анализа ELISpot (ось Х), нанесена на график в зависимости от количества цитокинов, секретируемых после стимуляции цельной крови идентичными пулами пептидов (У-ось) симптоматической когорты. Образцы от доноров с недавней инфекцией SARS-CoV-2 (<4 недель отрицательной ПЦР) выделены красным. Корреляция Спирмена.

Кроме того, уровни секретируемых провоспалительных (IL-6, TNF-α, IL-1β) и регуляторных (IL-10) цитокинов сильно коррелировали с количеством пятен IFN-γ у бессимптомных лиц (Рис 6A). У некоторых пациентов с симптомами вырабатывались высокие уровни IL-6, TNF-α, IL-1β и IL-10, но они не коррелировали с количеством пятен, обнаруженных в анализах ELISpot (Рис. 6B).
Обсуждение
Несмотря на их способность эффективно контролировать инфекцию бессимптомных лиц, избавившихся от SARS-CoV-2, была выдвинута гипотеза о снижении у нипротивовирусного адаптивного иммунного ответа (14). Эта гипотеза подтверждается, главным образом, измерением специфических антител к SARS-CoV-2 (14, 21, 22) и количества В-клеток (23).
Наше исследование ясно показывает, что способность создавать значительный вирус-специфический Т-клеточный ответ не обязательно связана с серьезностью симптомов. Наши результаты показывают, что общая величина ответа Т-клеток против различных структурных белков была одинаковой как у бессимптомных лиц, так и у пациентов с COVID-19. Более того, Т-клетки, индуцированные бессимптомной инфекцией, по-видимому, секретируют большее количество IFN-γ и IL-2 и вызывают более скоординированное производство провоспалительных и регуляторных цитокинов, чем Т-клетки пациентов с симптомами COVID-19. В целом, мы пришли к выводу, что бессимптомные люди, инфицированные SARS-CoV-2, способны проявлять эффективный и сбалансированный противовирусный клеточный иммунитет, который защищает хозяина, не вызывая при этом какой-либо видимой патологии.
Одна из основных характеристик нашего исследования заключалась в возможности отобрать с помощью 6-недельного продолжительного серологического исследования бессимптомных лиц, у которых можно было бы разумно оценить время воздействия вируса. Первая подтвержденная инфекция SARS-CoV-2 в этом общежитии была выявлена ​​в середине апреля 2020 года, поэтому маловероятно, что бессимптомные серопозитивные люди в нашей когорте были инфицированы более чем за 3 месяца до отбора образцов (проведенного в середине июля 2020 года) (Рис. 1A). Что еще более важно, оценивая период сероконверсии антител к SARS-CoV-2, мы могли отделить людей, которые, вероятно, были инфицированы более чем за 6 недель до отбора образцов, от тех, которые, вероятно, были инфицированы в течение последних 4 недель.
Возможность оценить время заражения позволила нам сравнить величину и функцию Т-клеток, специфичных для SARS-CoV-2, у бессимптомно инфицированных лиц, с таковыми у пациентов с COVID-19 в аналогичные моменты времени во время и после заражения. Мы продемонстрировали, что все бессимптомные люди, способные продуцировать антитела против SARS-CoV-2, также вызывают Т-клеточный ответ, который одновременно нацелен на различные структурные белки SARS-CoV-2 (NP, M и S). Кроме того, мы наблюдали, что, как и у выздоровевших пациентов с COVID-19, частота SARS-CoV-2-специфических Т-лимфоцитов у бессимптомных лиц со временем прогрессивно снижалась. Удивительно, но недавно инфицированные бессимптомные люди обладают частотой Т-лимфоцитов, специфичной для SARS-CoV-2, по величине неотличимой от частоты, обнаруженной у пациентов с COVID-19 (легкая, средней и тяжелой степени тяжести), протестированных во время острой инфекции (положительный результат ПЦР SARS-CoV-2) или в течение 1 месяца после выведения вируса. Этот вывод также подтверждает накопление доказательств того, что количество Т-лимфоцитов, специфичных для SARS-CoV-2, не пропорционально тяжести заболевания на ранней стадии инфекции (9,10). Это контрастирует с положительной корреляцией между частотой Т-лимфоцитов, специфичных для SARS-CoV-2, и наличием / серьезностью симптомов, о которых сообщают другие. Однако, в этих исследованиях Т-клеточные ответы, специфичные для SARS-CoV-2, оценивались через несколько месяцев после выздоровления (15,16,24,25).
Мы также показываем, что, несмотря на аналогичное количество вирус-специфических Т-клеток, индуцируемых при бессимптомной и симптоматической инфекции, SARS-CoV-2-специфические Т-клетки, по-видимому, быстрее уменьшаются у бессимптомных людей. Частота Т-лимфоцитов, специфичных для SARS-CoV-2, обнаруженная через 2-3 месяца после бессимптомной инфекции, была ниже, чем у пациентов с COVID-19 в аналогичное время после заражения, и идентична той, которая была обнаружена у выздоровевших от COVID-19 людей через 6 месяцев после заражения. Для подтверждения такой тенденции необходимо более обширное исследование персистенции Т-лимфоцитов, специфичных для SARS-CoV-2, в нашей бессимптомной когорте. Тем не менее, на данный момент наши данные позволяют предположить, что недавно сообщенная более высокая частота SARS-CoV-2-специфических Т-клеток у выздоровевших пациентов с COVID-19 по сравнению с бессимптомными людьми через 6 месяцев после выздоровления скорее всего не вызвана более сильной активацией на начальных стадиях инфекции, как предполагалось ранее  (24). Альтернативным объяснением может быть то, что Т-клетки, специфичные для SARS-CoV-2, сохраняются дольше и с большей частотой у выздоровевших пациентов с COVID-19, поскольку вирусный антиген может больше сохраняться у пациентов с симптомами, у которых обычно наблюдается более высокая репликация вируса (26). Недавнее наблюдение, что В-клетки, специфичные для SARS-CoV-2, прогрессивно эволюционировали после выздоровления от COVID-19 из-за присутствия антигена SARS-CoV-2 в тонкой кишке (27), делает такую ​​гипотезу еще более правдоподобной.
Наконец, мы также показываем, что бессимптомные люди, инфицированные SARS-CoV-2, вырабатывают эффективный противовирусный клеточный иммунитет, путем анализа количества цитокинов, секретируемых в цельной крови после инокулирования с различными пулами пептидов SARS-CoV-2, и путем сопоставления этого количества с количество пятен, обнаруженных в нашем анализе ELISpot. Мы использовали этот относительно простой подход по нескольким причинам. В нашем исследовании мы хотели отдать приоритет прямому анализу ex vivo ответа Т-клеток в свежей крови, а не в замороженных РВМС, поскольку замораживание и оттаивание могут снизить обнаружение ответов Т-лимфоцитов CD4 (28), которые представляют собой большинство вирусоспецифических Т-клеток при инфекции SARS-CoV-2 (19,29). Мы также хотели проанализировать огромное влияние, которое активация Т-лимфоцитов может оказывать на другие иммунные клетки, особенно на миелоидный компартмент, который, как известно, вносит существенный вклад в воспалительные реакции, связанные с инфекцией SARS-CoV-2 (3,30,31). Очевидно, что этот анализ цитокинов цельной крови имеет ограничения, так как он не позволяет различать клеточные источники различных цитокинов. Тем не менее, он обеспечивает целостную картину вирусоспецифического клеточного иммунитета и может быть проведен на большой группе бессимптомных лиц, протестированных в течение ограниченного времени. Результаты, полученные с помощью неконтролируемой кластеризации, были чрезвычайно четкими при описании различных паттернов секреции цитокинов у симптомных и бессимптомных людей и выявили возможные особенности SARS-CoV-2-специфических Т-клеточных ответов, которые заслуживают более подробного описания в будущих исследованиях.
Мы наблюдали высокую секрецию TNF-α, IL-6, IL-1β и IL-10 исключительно в крови подгруппы пациентов, которые недавно выздоровели от COVID-19, особенно у пациентов с тяжелой формой COVID-19. Однако высокая секреция провоспалительных цитокинов не была пропорциональна количеству IFN-γ и IL-2, обнаруженных в том же анализе, ни количеству пятен IFN-γ, обнаруженных у тех же пациентов, проанализированных параллельно с ELISpot. Эти результаты, по-видимому, подтверждают, что миелоидные клетки, присутствующие у пациентов, выздоровевших от симптоматического заболевания COVID-19, были перепрограммированы для стимулирования воспалительных сигналов и гиперчувствительны к IFNs (30).
Секреция провоспалительных цитокинов IL-6, TNF-α, IL-1β также была обнаружена в стимулированной пептидами крови бессимптомных лиц. Тем не менее, их количество было прямо пропорционально количеству цитокинов Т-клеток (IL-2, IFN-γ). Удивительно, но количество IL-2 и IFN-γ было намного выше у бессимптомных людей, чем у пациентов, выздоровевших от COVID-19. Более того, тесная корреляция пятен IFN-γ и продукции цитокинов, обнаруженная в тех же экспериментах, убедительно свидетельствует о том, что Т-клетки бессимптомных людей наделены более высокой способностью продуцировать IFN-γ и IL-2, чем Т-клетки выздоровевших пациентов с COVID-19. 
Насколько нам известно, это первые данные, показывающие путем прямого сравнения, что специфические для SARS-CoV-2 клеточные иммунные ответы более эффективны у бессимптомных, чем у лиц с симптомами. Предыдущие результаты подтверждают наши выводы: в целом низкий уровень продукции IFN-γ (32) и SARS-CoV-2-специфических Т-клеток (33) показан у пациентов с COVID-19, в то время как, наоборот, высокое количество IFN-γ РНК было обнаружено в CD4 T-клетках бессимптомных лиц (17).
Наконец, мы обнаружили продукцию IL-10, пропорциональную цитокинам Т-клеток (IL-2 и IFN-γ), и количеству пятен, активированных аналогичной активацией пептида SARS-CoV-2 только у бессимптомных лиц. К сожалению, технические проблемы (низкое количество секреции ИЛ-10 Т-клетками, отсутствие свежей крови у бессимптомных недавно инфицированных субъектов) до сих пор препятствовали прямой визуализации продукции ИЛ-10 Т-клетками, а не другими типами клеток (В-клетки, моноциты), секретирующими IL-10 (34). В заключение, общая картина специфичных для SARS-CoV-2 клеточных иммунных ответов, обнаруженных с помощью комбинации двух различных функциональных анализов, показывает, что у пациентов с бессимптомной инфекцией происходит скоординированная и сбалансированная активация вирус-специфических Т-клеток, способных запускать продукцию высокие количества IFN-γ и IL-2 связаны с секрецией IL-10. Модели на животных уже показали, что способность Т-клеток одновременно секретировать IFN-γ и IL-10 приводит к эффективному контролю над вирусами без запуска патологических процессов (12,35). Мы предполагаем, что это может быть функциональным признаком защитных вирус-специфических клеточных иммунных ответов при бессимптомной инфекции SARS-CoV-2. Для формальной демонстрации такой гипотезы потребуется подробный анализ на уровне отдельных клеток функционального профиля Т-лимфоцитов, специфичных для SARS-CoV-2, у симптомно и бессимптомно инфицированных лиц.
Материалы и методы
Заявление об этике
Исследование трудящихся-мигрантов было одобрено Министерством здравоохранения Сингапура в соответствии с разделом 59A Закона об инфекционных заболеваниях (2015 г.), поэтому одобрение институционального наблюдательного совета не требовалось, и все участники дали устное согласие на участие. Все пациенты с COVID-19 предоставили письменное информированное согласие, и их исследование было одобрено Institutional Review Boards of NUS 
 (H-20-006), SingHealth (CIRB / F / 2018/2387 и CIRB / F / 2018/3045) и the National Healthcare Group Domain Specific Review Board (2012/00917).
Изучение населения
В бессимптомную когорту вошли 541 мужчина в возрасте 19-59 лет (в среднем, 35 лет), набранные из случайно выбранных комнат в общежитии, пораженные SARS-CoV-2, где проживает более 4000 рабочих-мигрантов, которые проспективно наблюдались с мая по июль 2020 года. Из них 478 человек (88,4%) предоставили образцы крови при наборе в группу, а также через 2 и 6 недель (Рисунок 1). Участники также заявили о симптомах во время анализа крови, и их информация была перепроверена с медицинским персоналом в общежитии. В ходе 6-недельного наблюдения подгруппа из 85 бессимптомных участников предоставила дополнительный образец крови для оценки клеточно-опосредованных иммунных ответов. Участники не тестировались на инфекцию с помощью полимеразной цепной реакции (ПЦР), потому что на момент исследования тестирование бессимптомных лиц без клинических показаний не рекомендовалось.
Для госпитализированных пациентов с симптомами были получены образцы крови с положительной фазой ПЦР в периоде до 193 дней после отрицательной реакции ПЦР у выздоровевших пациентов с COVID-19 (n=76; n=16 брали длительно (вид повторного исследования, при котором ведется длительное  периодическое  наблюдение  над 
одними и теми же лицами или социальными объектами); Таблица S1). Все архивные образцы здоровых доноров были собраны до июня 2019 года.
Количественная оценка антител
Сыворотки тестировали на антитела IgG к нуклеопротеинам (NP) (CMIA, Abbott Laboratories) на автоматизированном приборе Abbott Architect i2000SR; отношение сигнал / отсечка ≥1,4 было определено как положительный результат в соответствии с рекомендациями производителя. Вторую аликвоту сыворотки тестировали с помощью теста нейтрализации суррогатного вируса, который выявляет изотип-независимые нейтрализующие антитела RBD (cPass, GenScript) (18). В соответствии с инструкциями производителя порог подавления вируса ≥20% считался положительным результатом.
Определение количества Т-лимфоцитов, специфичных для SARS-CoV-2
SARS-CoV-2-специфические Т-клетки тестировали, как описано ранее (19). Вкратце, мононуклеарные клетки периферической крови (PBMC) были выделены с использованием Ficoll-Paque и непосредственно протестированы с помощью IFN-γ-ELISpot на реактивность по отношению к 4 пулам пептидов SARS-CoV-2 из 15-меров, покрывающих NP (NP-1, NP-2) и мембранный (M) белки, и один пул из 55 пептидов, покрывающих наиболее иммуногенные области Spike (S) белка (Рис S2). Планшеты ELISpot (Millipore) покрывали человеческими антителами к IFN-γ (1-D1K, Mabtech) в течение ночи при 4ºC. 400000 клеток PBMC высевали на лунку и стимулировали в течение 18 часов пулами пептидов SARS-CoV-2 (2 мкг/мл). Для стимуляции пулами пептидной матрицы или отдельными пептидами использовали концентрацию 5 мкг/мл. Затем планшеты проявляли с человеческим биотинилированным антителом для определения IFN-γ (7-B6-1, Mabtech) с последующей инкубацией со стрептавидином-AP (Mabtech) и фосфатазным субстратом KPL BCIP/NBT (SeraCare). Для количественной оценки положительных пептид-специфических ответов, 2-кратные средние пятна нестимулированных лунок вычитали из лунок, стимулированных пептидами, и результаты выражали как пятнообразующие клетки (spot-forming cells - SFC) / 106 PBMC. Мы исключили результаты, если в лунках с отрицательным контролем было> 30 SFC / 106 PBMC или если лунки с положительным контролем (PMA иономицин) были отрицательными.
Культура клеток для размножения Т-клеток
Линии Т-клеток генерировали следующим образом: 20% PBMC обрабатывали 10 мкг/мл перекрывающихся пептидов SARS-CoV-2 в течение 1 часа при 37° C, затем промывали и совместно культивировали с оставшимися клетками в среде AIM-V (Gibco; Thermo Fisher Scientific) с добавлением 2% сыворотки крови человека AB (Gibco; Thermo Fisher Scientific). Линии Т-клеток культивировали в течение 10 дней в присутствии 20 ед./мл рекомбинантного IL-2 (R&D Systems).
Проточная цитометрия
PBMC или размноженные Т-клеточные линии стимулировали в течение 5 часов (или 7 часов) при 37° C с пулами пептидов SARS-CoV-2 (2 мкг/мл) или без них. Через 1 час (или 3 часа) добавляли 10 мкг/мл брефельдина A (Sigma-Aldrich) и 1Х монензин (Biolegend). Клетки окрашивали желтым набором фиксируемых мертвых клеток LIVE / DEAD (Invitrogen) и поверхностным маркером: анти-CD3 (SK7 или OKT3, Biolegend), анти-CD4 (SK3), анти-CD8 (SK1), анти-CD14 (TUK4, Miltenyi Biotec), анти-CD16 (3G8, Biolegend), анти-CD19 (SJ25-C1), анти-CD56 (HCD56, Biolegend). Затем клетки фиксировали и повышали проницаемость с использованием набора Cytofix / Cytoperm (BD Biosciences-Pharmingen) и окрашивали анти-IFN-γ (25723, R&D Systems), анти-IL-2 (MQ1-17H12), анти-IL-6 ( MQ2-13A5), антитела против IL-10 (JES3-19F1) и против TNF-α (MAb11) и анализировали с помощью сканирования BD-LSR II FACS. Данные были проанализированы с помощью FlowJo (BD Biosciences). Антитела были закуплены в BD Biosciences-Pharmingen, если не отмечено иное. 
Культура цельной крови с пулами пептидов SARS-CoV-2
320 мкл цельной крови, взятой в тот же день, смешивали с 80 мкл среды RPMI и стимулировали пулами пептидов SARS-CoV-2 (M, NP1, NP2 или S; 2 мкг/мл) или контролем DMSO. После 15 часов культивирования супернатант культуры (плазму) собирали и хранили при -80ºC до количественного определения цитокинов.
Количественная оценка и анализ цитокинов
Концентрации цитокинов в плазме определяли количественно с использованием аппарата Ella с микрофлюидными мультиплексными картриджами для измерения IFN-γ, IL-2, TNF-α, IL-4, IL-6, IL-1β, IL-12p70 и IL-10 в соответствии с инструкциями производителя (инструкция ProteinSimple). Уровень цитокинов, присутствующих в плазме контрольных ДМСО, вычитали из образцов, стимулированных соответствующим пептидным пулом. Впоследствии концентрации каждого цитокина во всех супернатантах культур трансформировали с использованием функции логической трансформации, и UMAP запускали с использованием 15 ближайших соседей (nn), min_dist 0,2 и эвклидова расстояния (20). Результаты, полученные из анализа UMAP, были включены в качестве дополнительных параметров и преобразованы в файлы .fcs, которые затем были загружены в FlowJo для создания тепловых карт секреции цитокинов в уменьшенных размерах.
статистический анализ
Все испытания указаны в подписях к рисункам. P-значения (все двусторонние): <0,5 = *; <0,01 = **; <0,001 = ***; <0,0001 = ****.
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Рис. S1.Кинетика профиля нейтрализующих антител SARS-CoV-2 в бессимптомной когорте исследования.
Длительные уровни нейтрализующих антител, измеренные как % ингибирования с помощью теста нейтрализации суррогатного вируса (sVNT) у бессимптомных доноров, которые были серопозитивными при наборе (слева; n = 134, слева), у которых произошла сероконверсия на 2 неделе (n = 81, в середине) и у которых произошла сероконверсия к 6 неделе (n = 93, справа). Серая область обозначает предел обнаружения анализа.
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Рис. S2.T клетки, реагирующие на различные пулы пептидов Spike у реконвалесцентов COVID-19.
Spike - это длинный белок с 1276 аминокислотами, поэтому для покрытия всего белка требуется 253 15-мерных пептидов, перекрывающихся 10 аминокислотами, то есть 7 пулов примерно из 40 пептидов. Чтобы уменьшить количество пулов пептидов для тестирования, мы выбрали один «пул спайков», состоящий из 55 пептидов. Для отбора все последовательности опубликованных эпитопов SARS-CoV-1 (www.iedb.org; только положительные анализы, анализы Т-клеток, хозяин: человек) были сопоставлены с библиотекой 15-меров Spike-SARS-CoV-2. Мы выбрали 15-мерные пептиды, которые покрывают последовательность гомолога описанных последовательностей эпитопа SARS-CoV-1. Кроме того, мы добавили 15-мерные пептиды, которые покрывают предсказанные эпитопы SARS-CoV-2 Spike, опубликованные Grifoni et al (36). 55 пептидов покрывают 40,5% белка Spike. Частота реактивных клеток в выбранном пуле Spike (красный) сравнивалась с 7 пулами из 15-меров, перекрывающихся 10 аминокислотами, покрывающими вместе весь белок Spike (S1-S7) у 15 выздоравливающих с COVID-19.
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Рис. S3.CD4 + и CD8 + Т-клетки реагируют на стимуляцию пептидами, специфичными для SARS-CoV-2.
Для 3 бессимптомных доноров (<4 недель анти-NP IgG +) линии краткосрочных Т-клеток были созданы путем стимуляции PBMC различными пулами пептидов и 10-дневного протокола расширения (19). Применяли стратегию пептидного пула-матрицы, которая идентифицировала одиночные Т-клеточные эпитопы. Впоследствии краткосрочные Т-клеточные линии повторно стимулировали в течение 5 часов идентифицированными одиночными пептидами и анализировали путем окрашивания внутриклеточных цитокинов на IFN-γ. (A) Показана стратегия стробирования для идентификации CD4 + и CD8 + Т-клеток. (B) Точечные графики показывают примеры CD4 + и CD8 + Т-клеток, продуцирующих IFN-γ в ответ на стимуляцию тремя различными пептидами (верхние панели) и соответствующие нестимулированные контроли (нижние панели).
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Рис. S4. Цитокины, продуцируемые иммунными клетками после стимуляции пулами пептидов SARS-CoV-2.
PBMC стимулировали в течение 5 часов (или 7 часов для IL-6) пулами пептидов SARS-CoV-2 и анализировали путем окрашивания внутриклеточных цитокинов. (A) Показана стратегия стробирования для идентификации различных подмножеств иммунных клеток. (B) Точечные графики показывают примеры Т-клеток, продуцирующих IFN-γ, TNF-α, IL-2, и моноцитов, продуцирующих IL-6 в ответ на стимуляцию пулом пептидов M (красный), наложенных на соответствующие нестимулированные контроли (черный).

Таблица S1: Когорта пациентов с симптомами COVID-19
SARS-CoV-2-специфические Т-клетки на S, M, NP-1 и NP-2 были проанализированы у 76 пациентов с COVID-19 с помощью анализа ELISpot. У 16 пациентов Т-клетки были протестированы длительно в 2-3 разных момента времени после отрицательного результата ПЦР. Кроме того, цельную кровь стимулировали пулами пептидов от 38 доноров, 1 донора тестировали в двух разных временных точках. Испытанные образцы помечены знаком +.
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Сноски
· Резюме в одном предложении: Вирус-специфические Т-клетки секретируют высокие уровни IFN-γ и IL-2 при бессимптомной инфекции SARS-CoV-2.
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