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Introduccion

La enfermedad por coronavirus 2019 (COVID-19) estd causando una mortalidad,
morbilidad y trastornos sociales sustanciales ( Tevetal.2020; Vabretetal. 2020 ) 'y |35 vacunas y
terapias eficaces pueden tardar varios meses o afos en estar disponibles. Un
numero sustancial de pacientes se enferma potencialmente mortal y los
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mecanismos responsables de causar el sindrome de dificultad respiratoria aguda
grave (SARS) en COVID-19 no se comprenden bien. Por lo tanto, existe una
necesidad urgente de comprender los actores clave que impulsan las respuestas
inmunitarias protectoras y patégenas en COVID-19 ( Vebretetal.2020 ) Fste
conocimiento puede ayudar a disefiar mejores terapias y vacunas para hacer frente
a la pandemia actual. CD4 *Las células T son orquestadores clave de las respuestas
inmunitarias antivirales, ya sea mejorando las funciones efectoras de otros tipos de
células inmunitarias como las células T citotdxicas CD8 *, las células NK y las células
B o mediante la destruccidon directa de las células infectadas ( s2luste.2016 ) Estudios
recientes en pacientes con COVID-19 han verificado la presencia de

Cé|u|aS T CD4 + que son reactivas al SARS_COV_Z ( Braun et al., 2020 ; Thieme et al., 2020 ; Grifoni et al.
2020), Sin embargo, la naturaleza y los tipos de CD4 *Los subconjuntos de células T
gue responden al SARS-CoV-2 y los roles que estos subconjuntos juegan en la
conduccién de respuestas inmunes protectoras o patogenas siguen siendo dificiles
de alcanzar. Aqui, hemos analizado transcriptomas unicelulares de

células T CD4 * reactivas al virus para determinar asociaciones con la gravedad de la
enfermedad COVID-19 y comparar las propiedades moleculares de las células

T CD4 + reactivas al SARS-CoV-2 con otros virus respiratorios comunes. -

Células T CD4 * reactivas de sujetos de control sanos.

Resultados

Respuestas de las células T CD4 * en la enfermedad COVID-19

Para capturar las células T CD4 * que responden al SARS-CoV-2 en pacientes con
enfermedad COVID-19, empleamos el ensayo de enriquecimiento de células T
reactivas al antigeno (ARTE) ( Bacheretal. 2013, 2016, 2019; schmiedeletal.. 2018 ) que se basa en

la estimulacién in vitro de células mononucleares de sangre periférica (PBMC)
durante 6 h con grupos de péptidos superpuestos que se dirigen a los dominios
inmunogénicos de las proteinas de la espiga y la membrana del SARS-CoV-2

(ver Métodos STAR ; Thiemeetal. 2020 ) Después de la estimulacién in vitro ,

CD4 + reactivo al SARS-CoV-2 Los linfocitos T de memoria se aislaron basandose en
la expresién de marcadores de superficie celular (CD154 y CD69) que reflejan el
compromiso reciente del receptor de linfocitos T (TCR) por complejos relacionados
con el complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) -péptido (Figura S1 A). En el
contexto de la enfermedad aguda por COVID-19, se han informado células

T CD4 + que expresan marcadores de activacion en la sangre ( Braunetal. 2020; Thevarajan etal,
2020 )- Tales células T CD4 +, presumiblemente activadas in vivo por antigenos virales
del SARS-CoV-2 enddgenos, también se capturaron durante el ensayo ARTE, lo que
nos permitié estudiar una gama completa de subconjuntos de células T CD4 *

aue responden al SARS-CoV-2. Clasificamos> 300.000 CD4 * reactivos al SARS-CoV-

2 Células T de> 1.300 millones de PBMC aisladas de un total de 40 pacientes con
enfermedad COVID-19 (22 pacientes hospitalizados con enfermedad grave, 9 de los
cuales requirieron tratamiento en la unidad de cuidados intensivos [UCI] y 18
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sujetos no hospitalizados con enfermedad relativamente mas leve; Figuras 1Ay 1B
y Tablas S1 Ay S1 B). Ademas de expresar CD154 y CD69, CD4 * reactivo al SARS-

CoV-2 clasificado las células T coexpresaron otros marcadores de superficie celular
relacionados con la activacion como CD38, CD137 (4-1BB), CD279 (PD-1) y HLA- DR
(Figuras 1Cy yS1BS1B y Tabla S1 C).
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Figura S1
CD4 "Respuestas de las células T en la enfermedad COVID-19, relacionadas con Figura 1

(A) Estrategia de compuerta para clasificar: puerta de dispersién por tamafio de linfocitos,
células individuales (dispersidn directa de altura versus area (FSC)), en

vivo, memoria CD3 * CD4 * (CD45RA * CCR7 * células naive excluidas) células

CD154 * CD69 * activadas . La expresion superficial de los marcadores de activacion se
analizé en la memoriaCD4 " T.

(B) Graficos representativos de FACS (izquierda) que muestran la expresion de superficie
de PD-1y CD38 en células T CD4 *® memoria ex vivo y en células T CD4 *

% memoria CD154 * CD69 * después de 6 h de estimulacidn, post-enriquecimiento (basado
en CD154 ). Parcelas (medio) que representan porcentaje de CD154 * CD69 * de memoria
CD4 * células T que expresan PD-1 o CD38 tras la estimulacion y post-enriquecimiento
(CD154-based) en 17 hospitalizados y 18 COVID-19 pacientes no hospitalizados. (Derecha)
Gréafico que muestra el nimero total de células T CD154 * CD69 ** memoria

CD4 " clasificadas por millén de PBMC; los datos son la media = SEM.

(C) Graficos representativos de FACS que muestran la tincidén de la superficie de CD154 y
CD69 en células T CD4 ** memoria estimuladas durante 6 h con megapools de virus
individuales, pre-enriquecimiento (arriba) y post-enriquecimiento (basado en CD154)
(abajo) en sanos no- sujetos expuestos. (Derecha) Porcentaje de células T CD4 * de
memoria que coexpresan CD154 y CD69 después de la estimulacidon con megapools de
virus individuales (preenriquecimiento); los datos son la media + SEM.

(D) Graficos representativos de FACS (izquierda) que muestran la tincion de la superficie de
CD154 en células T CD4 ** memoria estimuladas con el megapool de Influenza,
preenriquecimiento en sujetos sanos antes y / o después de la vacunacion. (Derecha)
Porcentaje de células T CD4 * de memoria que expresan CD154 después de la estimulacién
con el megapool Influenza (preenriquecimiento); los datos son la media + SEM.

(E) Gréficos representativos de FACS que muestran la tincidén de la superficie de CD154 en
células T CD4 ** memoria estimuladas con el megapool de influenza, después del
enriquecimiento (basado en CD154), en sujetos sanos antes y / o después de la vacunacion
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Figura 1

Respuestas de las células T

(A) Resumen del estudio.

CD4 " en la enfermedad COVID-19

(B) Graficos representativos de FACS que muestran la tincidn de la superficie de CD154
(CD40L) y CD69 en la memoria CD4 * T estimuladas durante 6 h con grupos de péptidos de
SARS-CoV-2, después del enriquecimiento (basado en CD154), en 22 hospitalizados y 18 no
-pacientes con COVID-19 hospitalizados (izquierda) y resumen del nimero de celdas
ordenadas (derecha); los datos son la media + SEM.
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(C) Gréficos de FACS representativos (izquierda) que muestran la expresién de superficie
de CD137 (4-1BB) y HLA-DR en células T CD4 *“ memoria ex vivo (sin estimulacion in vitro )
y en células T CD4 *“ memoria CD154 * CD69 * después de la estimulacién,
posenriquecimiento (basado en CD154). (Derecha) Porcentaje de CD154 * CD69 " memoria
CD4 " T que expresan CD137 (4-1BB) o HLA-DR en 17 pacientes con COVID-19
hospitalizados y 18 no hospitalizados; los datos son la media + SEM.

Ver también Figura S1y Tabla S1 .

La evidencia reciente de estudios en individuos no expuestos (muestra de sangre
obtenida antes de la pandemia COVID-19) indica la reactividad cruzada
preexistente del SARS-CoV-2-reactivo CD4* T, posiblemente indicativo de la
reactividad cruzada del coronavirus humano (HCoV). Estas células se observan en
hasta el 50% de los sujetos estudiados (Brauneta.2020; Grifonietal. 2020; Le Bertetal, 2020) Pgrg
capturar estas células SARS-CoV-2 reactivas CD4* T, susceptibles de ser reactivas
para coronavirus (CoV), examinamos sujetos sanos no expuestos ycélulas CD4* T
aisladas que respondian a grupos de péptidos SARS-CoV-2 de 4 sujetos con mayor
frecuencia de respuesta (Figuras1lAy S1CY S1 D). A continuacién, para definir
lossubconjuntos de células CD4* Ty sus propiedades que distinguen las células reactivas
SARS-CoV-2 de otrascélulas CD4* T reactivas por virus respiratorios comunes,
aislamoscélulas CD4* T que responden a grupos de péptidos especificos de la proteina
hemagglutinina de la gripe (células reactivas de la GRIPE, ver métodos STAR)de 8
sujetos sanos adicionales que proporcionaron muestras de sangre antes y/o
después de la vacunacion contra la gripe (Figuras1A, A,S1D,S1DyS1E y Tablas S1D
yS1E). Lascélulas CD4* T que responden a grupos de péptidos especificos de otros
virus respiratorios comunes como la parainfluenza humana (HPIV) y el
metapneumovirus humano (HMPV) también fueron aisladas de sujetos sanos
(FiguraS1Cy Tablas S1 Dy S1F). En total, interrogamos el transcriptoma vy la
secuencia de TCR de> 100.000 células T CD4 * reactiva un virus de 53 sujetos
(FiguraslA, A,S2 A,S2 A,y S2By Tablas S2 A— S2E).
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Figura S2

Las células T CD4 * reactivas al SARS-CoV-2 estan enriquecidas para células T 1y CD4-CTL,

relacionadas conFigura 2

(A) Numero de genes recuperados para cada biblioteca 10x secuenciada.

(B) Proporcién de células en cada grupo para los 6 lotes de donantes.

(C) Los graficos de anillos muestran la proporcion de células T CD4 * reactivas a virus
individuales por grupo para diferentes virus. Se resaltan los grupos notables.
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(D) Gréficos de violin que muestran patrones de enriquecimiento de T 1 17, respuesta de
IFN, T r1 y firmas de genes CD4-CTL para cada grupo. El color indica la puntuacidén media de
la firma de las células dentro de un grupo.

(E) Graficos de violin que muestran el nivel de expresidon normalizado (log 2 (CPM + 1)) de
las transcripciones de marcadores Tv 1, Tw 17, respuesta IFN, T 1 y CD4-CTL seleccionados
en grupos designados en comparacidén con una agregacion de células restantes (
Descansar). El color indica el porcentaje de células que expresan la transcripcién indicada.

(F) Diagrama de dispersion que muestra el nivel de co-expresion (log 2 (CPM + 1))
de /L2 y TNF transcripciones en IFNG expresando, memoria virus reactiva CD4 * células T en
el grupo 1. Los numeros indican el porcentaje de células en cada cuadrante.

(G) Analisis de enriguecimiento de conjuntos de genes (GSEA) para T+ 17, respuesta de
IFN, ciclo celular, genes de firma de T s« y CD4-CTL en un grupo dado en comparacién con
el resto de las células; “ p <0,05; ™ p <0,01; " p <0,001.

Las células T CD4 * reactivas al SARS-CoV-2 estan enriquecidas para células T y
CD4-CTL

El analisis de los transcriptomas unicelulares de todos los

linfocitos T CD4 * reactivos a virus de todos los sujetos revelé 13 subconjuntos de
linfocitos T CD4 * que se agrupaban de forma distinta, lo que reflejaba sus perfiles
transcripcionales Unicos (Figuras 2 A—2D y Tabla S2 F). Sorprendentemente, varios
grupos estaban dominados por células reactivas a virus particulares (Figuras 2By y
S2C). S2C). Por ejemplo, la gran mayoria de las células de los grupos 1y 10 eran
reactivas a la gripe (> 65%), mientras que las células de los grupos 0, 5,6, 7y 12
estaban formadas principalmente por células CD4 * T reactivas al SARS-CoV-

2. células (> 70%) de pacientes con COVID-19 (Figuras 2By y S2C). S2C). Por el
contrario, las células de los grupos 2, 3, 4, 8 y 9 no se enriquecieron
preferentemente para la reactividad a ningun virus dado (Figuras 2By y S2C).
S2C). Estos hallazgos sugieren que distintas infecciones virales

generan subconjuntos de células T CD4 * con distintos programas de transcripcion,
aungue el momento de la encuesta (enfermedad aguda versus infeccién pasada)
también contribuira a sus estados celulares. Nuestros datos destacan una
heterogeneidad sustancial en la naturaleza de las células T CD4 * generadas en
respuesta a diferentes infecciones virales por un lado y caracteristicas compartidas
por el otro.
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Las células T CD4 " reactivas al SARS-CoV-2 estan enriquecidas para células T iy CD4-CTL

(A) Los transcriptomas de células individuales de células T CD154 * CD69

+de

memoria

CD4 " clasificadas después de 6 h de estimulacién con megapools de péptidos especificos
de virus se muestran mediante aproximaciéon y proyeccion multiple uniforme
(UMAP). Agrupacioén basada en Seurat de 102.230 células coloreadas segun el tipo de

agrupacion.

(B) UMAP que muestran células T CD4 *“ memoria para condiciones de estimulacién de
megapool especificas de virus individuales (izquierda), y se muestran proporciones
normalizadas de cada célula reactiva de virus por grupo (derecha).
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(C) Mapa de calor que muestra la expresidn de las transcripciones enriquecidas mas
significativamente en cada grupo (consulte la Tabla S2 F). Andlisis del gen marcador de
Seurat (comparacién del grupo de interés con todas las demas células). Las 200
transcripciones superiores se muestran basandose en el valor de P ajustado <0,05, cambio
de log 2 veces> 0,25 y> 10% de diferencia en el porcentaje de células que expresan la
transcripcién seleccionada entre dos grupos de células comparados.

(D) El grafico muestra la expresion promedio (escala de colores) y el porcentaje de células
gue expresan (escala de tamafio) para las transcripciones de genes marcadores
seleccionados en cada grupo.

(E) Graficos de violin que muestran el nivel de expresion normalizado (log 2 (CPM + 1)) de
las transcripciones de los marcadores T 4 (arriba), T 1 (medio) y T+ 17 (abajo) en grupos
designados en comparacidén con una agregacion de los restantes células (descanso). El
color indica el porcentaje de células que expresan la transcripcion indicada.

(F) UMAP gue muestra las puntuaciones de firma de respuesta de Tri, CD4-CTL, TH17 e
interferdn (IFN) para cada célula.

Ver también Figura S2y Tabla S2 .

Los grupos enriquecidos con linfocitos T CD4 * reactivos a la gripe (grupos 1y 10)
mostraron caracteristicas sugestivas de linfocitos T auxiliares (T )

1 polifuncionales que se han asociado con respuestas inmunitarias antivirales
protectoras ( Sederetal.2008 ) Tales caracteristicas incluyen la expresion de
transcripciones que codifican las citocinas vinculadas a la polifuncionalidad como
IFN-y, IL-2 y TNFa, y varias otras citocinas y quimiocinas como IL-3, CSF2, IL-23Ay
CCL20 (Figuras 2D, 2E, 2E, S2E,S2E y S2F). Las células T CD4 * reactivas al SARS-CoV-
2 estaban subrepresentadas en estos grupos (grupo 1y 10, <2%) en comparacion
con las células reactivas con FLU (> 70%) o las células reactivas con HMPV y HPIV (~
5% —20%) (Figura S2C). Ademas, SARS-CoV-2-reactivos CD4 * células T en el grupo 1
expresaron niveles significativamente mas bajos de IFNG y IL2 transcripciones
cuando se compara con células FLU-reactiva ( Tabla S2 G). Juntos, estos datos
sugirieron una falla en la generacién de células T » 1 polifuncionales robustas en la
infeccion por SARS-CoV-2. También se observé un patrdn similar en las células

T CD4 * reactivas al SARS-CoV-2 de sujetos sanos no expuestos (Figuras 2By y
S2C)S2C) pero no para los linfocitos T CD4 * reactivos al VPH o al HMPV, lo que
sugiere que el defecto en la generacion de linfocitos T 4 1 polifuncionales puede ser
una caracteristica comun de los coronavirus, aunque se realizaran estudios
adicionales que analicen especificamente los linfocitos T CD4 * reactivos al VHC en
individuos sanos. se le pedira que verifique esto.

Otros grupos que estaban relativamente subrepresentados para las células

T CD4 + reactivas al SARS-CoV-2 incluian los grupos 2 y 8, que estaban enriquecidos
en genes de firma T 4 17, con el grupo 2 altamente enriquecido para células que
expresan transcripciones de IL17A e IL17F , lo que

representa células T 4 17 auténticas (Figuras 2B — 2F y y S2C — S2ES2C — S2E y Tabla
S2 F). Las células T 4 17 se han asociado con respuestas inmunitarias protectoras en
ciertos modelos de infecciones virales ( Acharvaetal, 2016; Wangetal., 2011 )+ sin embargo, en
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otros contextos se ha demostrado que promueven la patogénesis de enfermedades
virales ( Acharvaetal,2016; Maetal.2019 ) Por |o tanto, la relevancia funcional de

una respuesta T 4 17 deteriorada en COVID-19 no esta clara y requiere mas
investigacion.

Los grupos que se distribuyeron uniformemente en todas las

células T CD4 + especificas del virus incluyen los grupos 3y 4. El grupo 3 mostré un
perfil transcripcional consistente con el enriquecimiento de genes de respuesta

al interferdn (IFN) (IFIT3, IFI44L , ISG15, MX2 , OAS1 )y el grupo 4 se enriquecio
para las transcripciones CCR7, IL7Ry TCF7 , que probablemente representan el
subconjunto de células T CD4 *¢ memoria central (Figuras 2B —2F y y S2C — S2ES2C
—S2E y Tabla S2 F). El grupo 12, que expreso altos niveles de transcripciones
vinculadas a los genes del ciclo celular MKI67 y CDK1 , también contenia una gran
proporcion de células T CD4 * reactivas al SARS-CoV-2 (Figuras 2B — 2D), indicativo
de células en proliferacidon activa que responden a los antigenos del SARS-CoV-2. El
grupo 6, también dominado por células T CD4 * reactivas al SARS-CoV-2, se
caracterizo por altos niveles

de transcripciones de PRF1 , GZMB , GZMH , GNLY y NKG7 , que codifican moléculas
vinculadas a la citotoxicidad ( Patietal.2018). ) (Figuras 2B — 2F y y S2C — S2ES2C — S2E

y Tabla S2 F). El analisis de enriquecimiento del conjunto de genes (GSEA) mostré
un enriquecimiento positivo significativo de los genes caracteristicos de la
citotoxicidad en los grupos 6 y 9 (Figura S2G y Tabla S2 H), lo que confirma que
estos grupos representan células T CD4 * citotdxicas (CD4-CTL).

Los conglomerados 0, 5y 7, que estaban colocalizados en la grafica de
aproximacion y proyeccion de variedad uniforme (UMAP), estaban dominados

por células T CD4 * reactivas al SARS-CoV-2 (Figuras 2A y 2B). Las células de estos
grupos se enriquecieron de manera uniforme para las transcripciones que codifican
citocinas, marcadores de superficie y coactivadores transcripcionales asociados con
la funcion de las células auxiliares foliculares T (T ¢ )

(CXCL13,1L21,CD200, BTLAy POU2AF1 ) ( ‘occietal. 2013 ) (Figuras 2B —2F y y S2C —
S2ES2C —S2E y Tabla S2 F). GSEA independiente mostrd un enriquecimiento
positivo significativo de genes de firma T ¢ en estos grupos, lo que confirma que las
células en estos grupos representan células T w, circulantes (Figura S2Gy Tabla

S2 H). Las células T ¢ auténticas residen en el centro germinal; sin embargo, se han
descrito células T ¢4 en la sangre donde se ha informado un mayor nimero durante
infecciones virales y después de vacunaciones ( Bentebibel et al., 2013 ; Koutsakos et al., 2018 ; Smits et al.,
2020 ) Por lo tanto, el aumento en los subconjuntos circulantes de T ¢4 reactiva al
SARS-CoV-2 observado en pacientes con COVID-19 es consistente con los informes
publicados sobre infecciones agudas. En general, nuestro analisis transcriptémico
unicelular reveld diferencias sustanciales en la naturaleza de CD4 * Las respuestas
de las células T a las infecciones virales y resaltan los subconjuntos que estan
especificamente enriquecidos o agotados en la enfermedad COVID-19.

Subconjuntos de células T CD4 * reactivas al SARS-CoV-2 asociados con la
gravedad de la enfermedad
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A continuacion, evaluamos si las proporciones de células T CD4 * reactivas al SARS-
CoV-2 en cualquier grupo eran mayores o menores en los pacientes hospitalizados
con COVID-19 en comparacion con los pacientes no hospitalizados. El
agrupamiento no supervisado de pacientes, basado en las proporciones de células
T CD4 + reactivas al SARS-CoV-2 en diferentes grupos, mostrd que los pacientes con
una mayor proporcion de células T ¢4 en el grupo 0 se agruparon de forma distinta
de aquellos con mayores proporciones de células T ¢ en el grupo 5 o células CD4-
CTL (grupo 6) (figura 3 A). La frecuencia total de linfocitos T CD4 * reactivos al SARS-
CoV-2 con un perfil T (grupo 0, 5y 7) no fue significativamente diferente entre los
pacientes con COVID-19 hospitalizados y no hospitalizados (figura 3B). Sin
embargo, la proporcidn relativa de células T w4 en el grupo 5 fue significativamente
mayor en los pacientes hospitalizados (enfermedad grave) en comparacion con los
pacientes no hospitalizados (enfermedad leve), y se observd lo contrario para la
proporcion de células T ¢ en el grupo 0 (Figuras 3Cy y S3 AS3 Ay Tabla S2 B). Este
patréon se mantuvo independientemente de si las muestras de los pacientes se
analizaron temprano (<3 semanas desde el inicio de los sintomas) o mas tarde (> 3
semanas) en el curso de la enfermedad (Figura S3B). En particular, la proporcion

de células T w4 en el grupo 7 no fue significativamente diferente entre pacientes con
COVID-19 hospitalizados y no hospitalizados (Figura S3C).
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figura 3

Subconjuntos de células T CD4 * reactivas al SARS-CoV-2 asociados con la gravedad de la
enfermedad

(A) Agrupacion no supervisada de pacientes con COVID-19 basada en las proporciones
de células T CD4 * reactivas al SARS-CoV-2 en diferentes agrupaciones después de la
estimulacion con péptidos de 6 h. No se representan los clUsteres con menos del 5% del
conjunto de datos total. El sexo y el estado de hospitalizacidn por paciente se indican
mediante diferentes esquemas de color sobre el mapa de calor.

(B) Porcentaje de células T+ (grupos 0, 5y 7) en el conjunto total de
células T CD4 " reactivas al SARS-CoV-2 para pacientes con COVID-19 no hospitalizados y
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hospitalizados; los puntos indican datos de un solo sujeto. Los datos son la media = SEM; la
significacion de las comparaciones se calculéd mediante la prueba U de Mann-
Whitney; ns, valor de p no significativo .

(C) Proporcion de células de los grupos 5y 0 en células T i reactivas al SARS-CoV-2 (grupos
0, 5y 7) en pacientes con COVID-19 no hospitalizados y hospitalizados . Los datos son la
media + SEM; la significacidn de las comparaciones se calculé mediante la prueba U de
Mann-Whitney; * p <0,0001.

(D) Graficos de violin que muestran el nivel de expresién normalizado (log 2 (CPM + 1)) de
las transcripciones de ZBTB32 y ZBEDZ2 en células reactivas con SARS-CoV-2 de los grupos 0,
5y 7 (parte superior); el color indica el porcentaje de células que expresan la transcripcion
indicada. Los siguientes graficos muestran la expresién promedio y el porcentaje de células
que expresan transcripciones seleccionadas en los grupos indicados.

(E) Diagrama de dispersion que muestra el nivel de coexpresion normalizado (log 2 (CPM +
1)) entre las transcripciones de PRF1y GZMB en células reactivas con SARS-CoV-2
presentes en los grupos 5 (izquierda) y O (derecha). Los nimeros indican el porcentaje de
células en cada cuadrante.

(F) Correlacién entre el porcentaje de células CD4 * T r1 reactivas al SARS-CoV-2 vy los titulos
de anticuerpos S1 /S2 en 15 pacientes con COVID-19 no hospitalizados (izquierda) y 20
hospitalizados (derecha). El coeficiente de correlacion ry el valor P relacionado se
calcularon utilizando la correlacién de Spearman; *p <0,05.

(G) Correlacion entre el porcentaje de células CD4 * T 1 reactivas al SARS-CoV-2 que
forman el grupo 5 como una frecuencia de titulos de anticuerpos CD4 * T iy S1/

S2 totales (dos graficos de la izquierda) y el intervalo entre el inicio de los sintomas y la
extraccidon de sangre (dos parcelas a la derecha) en 15 pacientes con COVID-19 no
hospitalizados y 20 hospitalizados (izquierda). El coeficiente de

correlacién ry el valor P relacionado se calcularon utilizando la correlacion de Spearman;
" p <0,01; ™ p <0,001; ns, valor de p no significativo .

(H) Analisis de la trayectoria de una sola célula de las células en el grupo 5 y 0 que muestra
el pseudotiempo, la expresién de los genes indicados y la puntuacion de la firma de
respuesta de IFN.

Ver también Figura S3y Tabla S3 .
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Figura S3

Subconjuntos de células T CD4 " reactivas al SARS-CoV-2 asociados con la gravedad de la
enfermedad, relacionada configura 3

(A) Frecuencia promedio de células por grupo de pacientes COVID-19 hospitalizados y no
hospitalizados.
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(B) Proporcién de células del grupo 5 en células T i citotdxicas reactivas al SARS-CoV-

2 (grupo 0, 5y 7) en pacientes con COVID-19 no hospitalizados y hospitalizados que
proporcionaron muestras de sangre en menos de 21 dias (izquierda) y mas de 21 dias
(derecha) después de la aparicion de los sintomas . Los datos son la media = SEM; la
significacién de las comparaciones se calculé mediante la prueba U de Mann-Whitney; * p
<0,01; ™" p <0,001.

(C) Proporcion de células del grupo 7 en células T 1 reactivas con SARS-CoV-2 en pacientes
con COVID-19 no hospitalizados y hospitalizados . Los datos son la media £ SEM. La
significancia para las comparaciones se calculé usando la prueba U de Mann-Whitney; ns
identifica el valor de P no significativo .

(D) Grafico de volcan que muestra genes expresados diferencialmente entre células
T CD4 " reactivas al SARS-CoV-2 en el grupo 5 frente al grupo O.

(E) Gréficos de violin que muestran el nivel de expresion (log 2 (CPM + 1)) de
las transcripciones de PRF1y GZMB en células de los grupos 0, 5y 7.

(F) Diagrama de dispersion que muestra el nivel de coexpresién (log 2 (CPM + 1)) de
las transcripciones de PRF1y GZMB en células reactivas con SARS-CoV-2 presentes en el
grupo 7. Los numeros indican el porcentaje de células en cada cuadrante.

(G) Concentracion de anticuerpos S1 / S2 en la circulacion de 22 pacientes COVID-19
hospitalizados y 16 hospitalizados no hospitalizados. Los datos son la media = SEM; Ia
significacién de las comparaciones se calculé mediante la prueba U de Mann-Whitney; * p
<0,05.

(H) Correlacion entre el porcentaje de células CD4 * T 1 reactivas al SARS-CoV-2 que
forman el grupo 0 como una frecuencia del total de células CD4 * T s y titulos de
anticuerpos S1 / S2 (dos graficos de la izquierda) y el intervalo entre el inicio de los
sintomas y la sangre Dibuje (dos parcelas a la derecha) en 15 pacientes con COVID-19 no
hospitalizados y 20 hospitalizados (izquierda). El coeficiente de

correlacién ry el valor P relacionado se calcularon utilizando la correlacion de Spearman;
" p <0,001.

(1) Graficos de FACS que muestran células B especificas de S1 /S2 en 9 pacientes con
COVID-19. Se especifica la identificacion del paciente y la proporcién
de células T rx reactivas al SARS-CoV-2 en el grupo 5.

(J) Analisis de la via del ingenio (IPA) de genes con expresiéon aumentada (p ajustado <0,05
y cambio de log 2 veces> 1) entre células del grupo 5 frente al grupo 0. Analisis de la red
reguladora aguas arriba de los genes en la via del IFN alfa.

(K) GSEA para genes de firma de respuesta a IFN en el grupo 5 frente al grupo 0; ™ p
<0,001.

Para determinar las caracteristicas transcripcionales que diferenciaron

las células T 4 reactivas al SARS-CoV-2 presentes en el grupo 5 de las del grupo 0,
realizamos un andlisis de expresion génica diferencial de una sola célula (Figura S3D
y Tabla S3 A). Las transcripciones que codifican para factores de transcripcion dedo
de zinc que contiene el tipo BED 2 (ZBED2) y dedo de zinc y la proteina 32 que
contiene el dominio BTB (ZBTB32) se enriquecieron en células T4 en el grupo 5y
también se expresaron a niveles significativamente mas altos en COVID-
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hospitalizados. 19 pacientes (Figuras 3Dy y S3DS3D y Tablas S3 Ay S3B). ZBTB32,
también conocido como PLZP, pertenece a una familia de represores
transcripcionales de complejo ancho, tramtrack y bric-a-brac zinc finger (BTB-ZF)
como PLZF, linfoma de células B 6 (BCL6) y T-helper-inducing POZ-Kruppel-like
factor (ThPOK) y se ha demostrado que desempena un papel en el deterioro de las
respuestas inmunitarias antivirales al regular negativamente la proliferacién de
células T, la produccién de citocinas y el desarrollo de células de memoria a largo
plazo ( Plazzaetal.2004; shinetal. 2017 ) 'ZBED?2, un nuevo factor de transcripcion con dedos
de zinc sin ortélogo de ratdn, se ha relacionado con la disfuncidon de las células T en
el contexto de la respuesta inmune antitumoral ( Uet22019 ) y m3s recientemente,
se ha demostrado que reprime la expresion de genes diana de IFN (Somervileetal,

2020), En apoyo de las posibles propiedades disfuncionales de las células en elgrupo
5 deT, encontramos una mayor expresion de varias transcripciones que codifican
moléculas vinculadas a la funcién inhibidora, como TIGIT, LAG3, TIM3 y PD1 (Themmen
vschumacher, 2018 ) 'y regulacidon negativa de la activacion y proliferacién de células T,
como DUSP4 y CD70 (Huangetal, 2012; O'Neilletal. 2017 ) (Figuras 3D y y S3DS3D y Tabla S3 A).

Lo mas sorprendente es que las células T 4 en el grupo 5 expresaron altos niveles
de transcripciones asociadas a citotoxicidad ( PRF1 , GZMB ) (Figuras 3MI, E,
S3D,S3D, y S3E), que recuerda a las células T #, citotoxicas descritas recientemente,
gue se demostré que matan directamente las células B y se asocian con la
patogenia de la amigdalitis recurrente en nifios ( Renetal.2019 ) De relevancia, estudios
recientes informaron una pérdida sorprendente de células B del centro germinal en
los ganglios linfaticos toracicos y el bazo de pacientes que murieron de infeccion
por SARS-CoV-2 ( Kanekoetal. 2020 ) "3si como un SARS-CoV- ligeramente mas bajo. 2
anticuerpos de inmunoglobulina M (IgM) especificos de proteina (S) de pico en
pacientes con COVID-19 fallecidos ( Atecetal. 2020 ) Sobre |la base de estos hallazgos,
planteamos la hipdtesis de que el citotéxico T ryLas células (grupo 5) observadas en
pacientes hospitalizados con COVID-19 pueden alterar las respuestas inmunes
humorales (células B) al SARS-CoV-2. Para probar esta asociacion, evaluamos la
correlacién entre las proporciones de subconjuntos de células T w reactivas al
SARS-CoV-2 vy los titulos de anticuerpos de inmunoglobulina G (IgG) contra el SARS-
CoV-2 51/ S2 (subunidades S1y S2), que fue mayor en pacientes hospitalizados
(Figuras 3F, 3G y y S3G). SSGRAMO). Aunque la frecuencia total de T . reactiva al
SARS-CoV-2 células (grupos 0, 5y 7) mostrd una correlacion positiva con los niveles
de anticuerpos en pacientes COVID-19 hospitalizados, pero no en pacientes COVID-
19 no hospitalizados (figura 3F), las proporciones relativas de células T « citotoxicas
(células T ¢4 en el grupo 5) mostraron una fuerte correlacién negativa con los
niveles de anticuerpos anti-S1 / S2 en pacientes COVID-19 hospitalizados (figura 3G
y Tabla S3 C). Por el contrario, las proporciones de células T ¢ en el grupo 0 (no
citotéxicas) se correlacionaron positivamente con las concentraciones de
anticuerpos en pacientes COVID-19 hospitalizados (Figura S3H). Observamos que la
magnitud de la respuesta citotdxica de T w4 (grupo 5) también mostré una
correlacién negativa significativa con el intervalo de tiempo entre el inicio de la
enfermedad y la recoleccidon de muestras, lo que sugiere que su asociacion con los
niveles de anticuerpos podria verse confundida por el momento del andlisis de los
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pacientes. muestrasfigura 3G y Tabla S3 C). Ademds, no observamos esta
asociacion negativa entre las células T 4 citotdxicas y los niveles de anticuerpos
anti-S1 / S2 en pacientes no hospitalizados, lo que sugirié que otros mecanismos
como titulos virales mas bajos podrian explicar los niveles bajos de anticuerpos
anti-S1 / S2. en pacientes no hospitalizados. Para evaluar ain mas los efectos sobre
la funcidn de las células B, analizamos las células B especificas para la proteina de
pico del SARS-CoV-2 (subunidades S1 y S2) de nueve pacientes con una proporcion
variable de células T ¢ citotdxicas. En particular, en los pacientes hospitalizados con
altas proporciones de células T ¢ citotdxicas (pacientes 08, 09 y 16), observamos un
numero mucho menor de células B especificas de S1 / S2 en comparacién con
aquellos con proporciones mas bajas de estas células T citotdxicas. Células s (Figura
S31). Es probable que los estudios longitudinales futuros que examinen la cinética
de las respuestas de las células T y B al SARS-CoV-2 proporcionen asociaciones mas
definitivas y resueltas en el tiempo entre las células T r, citotdxicas y las respuestas
de los anticuerpos.

A continuacion, para caracterizar los reguladores aguas arriba que pueden inducir
la diferenciacién y el mantenimiento de las células T ¢ citotdxicas, realizamos un
anadlisis de la via de ingenio (IPA) de las transcripciones aumentadas en

las células T 4 reactivas al SARS-CoV-2 en el grupo 5 (citotdxico) cuando en
comparacion con los del grupo O ( Tablas S3 D y S3E). Sorprendentemente,
encontramos que los IFN de tipo 1y 2 emergieron como los principales activadores
aguas arriba de genes enriquecidos en el grupo citotdxico T w4 (Figura S3J y Tablas
S3 D y S3E). GSEA confirmd que las firmas de respuesta de IFN también se
enriquecieron significativamente en el grupo citotdxico T 4 (grupo 5) (Figura

S3K). El andlisis de la trayectoria de una sola célula mostré que una gran fraccion de
células T ¢4 citotdxicas (grupo 5) siguid una trayectoria separada de las células del
grupo 0 (figura 3H), y las células de esta pista se enriquecieron para la firma de
respuesta de IFN. Ademas, encontramos que las transcripciones que codifican la
perforina ( PRF1) vy el factor de transcripciéon ZBED2 también se enriquecieron en

la trayectoria de las células T 4 citotoxicas , lo que sugiriod la hipdtesis de que ZBED2
puede contribuir a la diferenciacion o funcién de las células T w4 citotdxicas, aunque
estudios adicionales sera necesario para verificar esto.

Expansidn clonal masiva de CD4-CTL

Si bien se cree que las células T con funcidn citotoxica consisten principalmente
en células T CD8 * restringidas por MHC de clase | convencionales, también se han
informado células T CD4 * restringidas por MHC de clase Il con potencial citotéxico

(CD4-CTL) en varias infecciones virales en humanos y se asocian con mejores
resultados Cll'nicos ( Cheroutre y Husain, 2013 ; Juno et al., 2017 ; Meckiff et al., 2019 ; Weiskopf et al.,

20152 ) Paradéjicamente, en la infeccidn por SARS-CoV-2, encontramos que las
células de los grupos CD4-CTL (Figura 4 A; grupo 6 y 9) estuvieron presentes con
mayor frecuencia en algunos pacientes hospitalizados con COVID-19 en
comparacion con los pacientes no hospitalizados, lo que podria contribuir a la
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gravedad de la enfermedad, aunque observamos una heterogeneidad sustancial en
las respuestas entre los pacientes (Figuras 4B y and3A3Ay Tabla S2 B).
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Andlisis de secuencia de CD4-CTL reactivos al SARS-CoV-2 y TCR de una sola célula

(A) UMAP que muestran el nivel de expresion normalizado por Seurat de

las transcripciones de PRF1, GZMB , GNLY y NKG7 en cada célula reactiva al virus.

(B) Porcentaje de CD4-CTL (grupos 6 y 9) en el conjunto total de células T CD4 * reactivas al
SARS-CoV-2 para pacientes con COVID-19 no hospitalizados y hospitalizados; los puntos
indican datos de un solo sujeto. Los datos son la media + SEM; la significacién de las
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comparaciones se calculé mediante la prueba U de Mann-Whitney; ns, valor de p no
significativo .

(C) Gréficos de violin que muestran el nivel de expresién normalizado (log 2 (CPM + 1)) de
los factores de transcripcion HOPX y ZEB2 y las transcripciones de moléculas

efectoras CD72, GPR18 y SLAMF7 en células reactivas a virus de grupos designados (6 y 9)
en comparaciéon con un agregacion de células restantes (resto).

(D) UMAP muestran expresion Seurat-normalizada de CCL3, CCL4 , CCL5 , XCL1,
y XCL2 transcripciones en cada celda virus reactiva.

(E) UMAP que muestra el tamafio del clon de TCR (log 2, escala de colores) de células
reactivas al SARS-CoV-2 de pacientes con COVID-19 (condiciéon de estimulacion de 6 h).

(F) Grafico de barras del histograma (arriba) que muestra el andlisis de la secuencia de TCR
de una sola célula de las células reactivas al SARS-CoV-2. Cada barra muestra el nimero de
TCR compartidos entre células de grupos individuales (filas, conectadas por lineas). Las
lineas conectadas (abajo) indican qué grupos comparten TCR. Los grupos 6 (verde), 9 (azul)
y 11 (rosa), es decir, CD4-CTL, estdn resaltados.

(G) Analisis de trayectoria de una sola célula que muestra la relacion entre células en
diferentes grupos (linea), construido usando Monocle 3. Sélo se muestran células reactivas
al SARS-CoV-2 de pacientes con COVID-19 (condicién de estimulacién de 6 h).

Ver también Figura S4y Tabla S4 .

El interrogatorio de las transcripciones enriquecidas en los subconjuntos CD4-CTL
sefiald varias moléculas interesantes y factores de transcripcién que
probablemente desempenaran un papel importante en su mantenimiento y
funcidn efectora. Estos incluyen moléculas como CD72 y GPR18 que se sabe que
mejoran la proliferacién de células T y el mantenimiento de subconjuntos de
células T de la mucosa, respectivamente ( lansetal.2017; Wangetal. 2014 ) (Figuras 4Cy y S4
A).S4 A). Los ejemplos adicionales incluyen factores de transcripcion HOPX y ZEB2
(Figuras 4Cy y S4A)S4A) que se ha demostrado que regulan positivamente la
diferenciacion, funcidn, persistencia y supervivencia de los efectores de las células
T ( Albrechtetal, 2010; Omilusiketal. 2015 ) Ademas de las transcripciones asociadas a la
citotoxicidad, los subconjuntos CD4-CTL (grupos 6 y 9) y las células T w4 citotdxicas
(grupo 5) estaban altamente enriquecidos para transcripciones que codifican una
serie de quimiocinas como CCL3 (también conocida como proteina inflamatoria de
macrofagos [MIP] - 1a), CCL4 (MIP-1f) y CCL5 (Figuras 4D y andS2F); S2F); estas
guimiocinas juegan un papel importante en el reclutamiento de células mieloides
(neutrdfilos, monocitos, macroéfagos), células NK y células T que expresan
receptores de quimiocinas de tipo CC (CCR) 1, CCR3 y CCR5 ( HushesyNibbs, 2018 ) F|
subconjunto CD4-CTL en el grupo 6y las células T g citotdxicas (grupo 5) también
expresaron altos niveles de transcripciones que codifican para las quimiocinas XCL1
y XCL2 (Figuras 4D, D, S4B,S4B y S4C) que reclutan especificamente células
dendriticas de tipo 1 convencionales que expresan XCR1 (cDC1) en sitios de
respuestas inmunitarias donde desempefian un papel clave en la promocidn de
las respuestas de las células T CD8 * mediante la presentacion cruzada de antigenos
( leivTakenama, 2012 ) En general, las caracteristicas transcriptomicas de los CD4-CTL
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reactivos al SARS-CoV-2 y las células T s citotoxicas sugieren que es probable que
desempeiien un papel importante en la orquestacién de las respuestas
inmunitarias al reclutar células inmunitarias innatas para mejorar las respuestas de
las células T CD8 *, mientras que también que media directamente la muerte
citotéxica de células infectadas por virus que expresan MHC de clase |lI.
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Figura S4

Analisis de secuencia de TCR de célula Unica y analisis de células T CD4 " reactivas al SARS-
CoV-2 de estimulacion de 24 h y condiciones ex vivo , relacionadas conFigura 4

(A) Expresidn promedio y expresion porcentual de las transcripciones seleccionadas en los
grupos indicados.

Parcelas (B) violin que muestran el nivel de expresién normalizado (log 2 (CPM + 1))
de CCL3, CCL4 , CCL5 , XCL1, y XCL2 transcripciones en grupos designados (6 y 9) en
comparacién con una agregacion de células restantes (de reposo).

(C) Diagramas de dispersion que muestran el nivel de coexpresion (log 2 (CPM + 1)) de
las transcripciones de XCL1 y XCL2 en células reactivas con SARS-CoV-2 presentes en
grupos designados. Los nimeros indican el porcentaje de células en cada cuadrante.

(D) Proporcion de células T CD4 * reactivas al SARS-CoV-2 expandidas (tamafio del clon> 2)
en pacientes con COVID-19 hospitalizados y no hospitalizados (condicion de estimulacion
de 6 h). Los datos son la media £ SEM; la significacién de las comparaciones se calculd
mediante la prueba U de Mann-Whitney; * p <0,05.

(E) Transcriptomas unicelulares de células T CD4 * de memoria que expresan marcadores
de activacién (CD38, HLA-DR, PD-1) ex vivo (0 h; azul) y células T CD4 *

% memoria CD154 * CD69 * clasificadas después de 6 h de estimulacién con megapools de
péptidos especificos de virus (6 h; rojo) se muestran mediante UMAP. Agrupacion basada
en Seurat de 122,292 células.

(F) UMAP que muestra la activacion, T 1 y puntuaciones de firma de CD4-CTL para cada
célula.

Parcelas (G) violin que muestran el nivel de expresioén (log 2 (CPM + 1))
de TNFRSF4 , TNFRSF18 , MIR155HG , CD200 , IFNG , IL2 , TNF, y POU2AF1 transcripciones
en 0-y 6 puntos de tiempo h.

(H) Numero de células de pacientes emparejados con TCR compartidos (amarillo) y Unicos
(azul) entre las células positivas al marcador de activacién clasificadas ex vivo (0 h) y las
poblaciones estimuladas con péptido de 6 h (izquierda). Diagrama de Venn que ilustra el
numero de clones compartidos entre células T CD4 * positivas al marcador de

activacion clasificadas ex vivo (0 h) y poblaciones estimuladas con péptido de 6 h.

La recuperacion de secuencias de TCR emparejadas de células individuales
individuales nos permitid vincular los datos del transcriptoma con la informacién
del clonotipo y evaluar la relacion clonal entre diferentes subconjuntos de células
T CD4 +, asi como determinar la naturaleza de los subconjuntos que muestran la
mayor expansion clonal ( Tablas S4 Ay S4B ). En la infeccién por SARS-CoV-2, los
pacientes hospitalizados se caracterizaron por una gran expansion clonal de las
células T CD4 * reactivas al virus (media de 55,8%); por el contrario, en los pacientes
no hospitalizados, los TCR recuperados se expandieron menos clonalmente (media
de 38,0%) (Figura S4D). Entre las células T CD4 * reactivas al SARS-CoV-2, los
subconjuntos CD4-CTL (grupos 6 y 9) mostraron la mayor expansion clonal (> 75%
de las células se expandieron clonalmente), lo que indica una expansién y
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persistencia preferencial de CD4-CTL en algunos pacientes con enfermedad COVID-
19 (Figura 4E y Tablas S4 Ay S4B). El andlisis de células T CD4 * reactivas al SARS-
CoV-2 clonalmente expandidas de pacientes con COVID-19 mostré un amplio
intercambio de TCR entre las células de los grupos 6y 9, asi como las del grupo 11
(Figura 4F), que, en particular, se enriquecio para la expresion de

las transcripciones XCL1 y XCL2 y también para las transcripciones asociadas a la
citotoxicidad, aunque a niveles mas bajos en comparacién con los grupos
establecidos de CD4-CTL (Figuras 4D y andS4CS4Cy Tabla S2 F). Por lo tanto, es
probable que las células en el grupo 11 sean una poblacién de transicion
intermedia, una hipdtesis respaldada por el andlisis de la trayectoria de una sola
célula que mostré una posible conexion temporal y similitud transcripcional entre
estos subconjuntos (Figura 4GRAMO).

Los informes iniciales en pacientes con COVID-19 agudo han sugerido que las
células T circulantes que expresan marcadores de activacion como CD38, HLA-DR y
PD-1 ex vivo (sin estimulacidn peptidica in vitro ) estan enriquecidas para
reacciones reactivas al SARS-CoV-2. Células T ( Braunetal. 2020; Thevarajanetal. 2020 ) 'Sjp
embargo, un estudio reciente indicé que las células T transelntes reactivas a otros
antigenos (p. Ej., CMV y EBV) también pueden expresar estos marcadores de
activacion, que probablemente no se activan especificamente sin la participacién
de TCR ( sekineetal. 2020) Por |o tanto, es poco probable que los estudios en la infeccidn
activa por SARS-CoV-2 que solo examinen las células T que expresan marcadores de
activacion revelen la funcién efectora potencial completa de las células T reactivas
contra el SARS-CoV-2. Para determinar la especificidad y las caracteristicas
moleculares de dichas células T que expresan marcadores de activacion ex vivo,
aislamos CD38 de * aislamos células T CD4 *¢ memoria HLA-DR y @ PD-1 *

d memoria de pacientes hospitalizados con COVID-19 y se realizé un analisis de
secuencia de TCR y transcriptoma de célula Unica de> 20.000 células. Las células

T CD4 + que expresan marcadores de activacion ex vivo se agruparon de forma
distinta a las células T CD4 * reactivas con SARS-CoV-2, que se aislaron
despuésestimulacion in vitro con péptidos del SARS-CoV-2 durante 6 h (Figura S4E
y Tablas S2 C—S2E, S4 Cy S4D). Las células T CD4 * que expresan marcadores de
activacion ex vivo mostraron una activacion reducida y puntuaciones de firma T y
tenian una menor expresién de transcripciones que codifican citocinas efectoras
(IFN-y, IL-2, TNFa), marcadores de activacion (OX40) y genes asociados a T s,
(CD200, POU2AF1 ) (Figuras S4F y S4G). Ademas, al comparar las secuencias de
TCR de una sola célula, encontramos que el 33,8% de las células T CD4 * reactivas al
SARS-CoV-2 compartian clonotipos con las células T CD4 * que expresan
marcadores de activacion ex vivo, y el 12,2% de las células T CD4 * que expresan Los
marcadores de activacion ex vivo compartieron sus TCR con células

T CD4 * reactivas al SARS-CoV-2 (Figura S4H y Tablas S4 E y S4F). Nuestros hallazgos
indican que el uso de marcadores de activacion de superficie como una estrategia
para enriquecer las células T reactivas al SARS-CoV-2 sin estimulacion del péptido
SARS-CoV-2 (ensayo ARTE) puede no capturar el espectro completo de T reactivo al
SARS-CoV-2 células, como la biologia T 4 y sus perfiles de citocinas, aunque las
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caracteristicas transcriptomicas de tales células activadas in vitro pueden verse
afectadas por las células presentadoras de antigenos presentes en los cultivos.

Las células T ges reactivas al SARS-CoV-2 se reducen en pacientes hospitalizados
con COVID-19

Para capturar células T CD4 * reactivas al SARS-CoV-2 que pueden no regular
positivamente los marcadores de activacion (CD154 y CD69) después de 6 h

de estimulacidén in vitro con grupos de péptidos SARS-CoV-2, estimulamos PMBC de
los mismos cultivos durante un total de 24 h (ver Métodos STAR ) y células
capturadas basadas en la coexpresién de los marcadores de activacion CD137 (4-
1BB) y CD69, una estrategia que nos permitié capturar adicionalmente células T
reguladoras especificas de antigeno (T rec ) ( Bacheretal.2016 ) (Figuras 5 Ay y S5 A).

S5 A). Nuestro analisis de un total de 38,519 transcriptomas de células

T CD4 * unicelulares revelé 6 grupos distintos (Figuras 5A —5Cy Tablas S5 A -

S5C). El subconjunto T ¢ (grupo D) fue detectable a frecuencias relativamente mas
bajas en la condicidn de 24 h, aunque representaron los principales subconjuntos
de células T CD4 * en la condicidn de estimulacion de 6 h (Figuras 2Ay y 5A). 5A). De
acuerdo con la cinética retardada de la activacidon de las células T de memoria
central (T cv ), identificamos una mayor proporcién de células T CD4 * que expresan
transcripciones vinculadas a las células de memoria central ( CCR7, IL7Ry TCF7)
(grupo C) (Figuras 2A, A, 5A,5A y 5C).
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Figura 5

Analisis de células T CD4 * reactivas al SARS-CoV-2 a partir de una condicion de
estimulacién de 24 h

(A) UMAP muestra los transcriptomas de una sola celda de células CD137* CD69*
memoria CD4" T ordenadas después de la estimulacion de 24 h con megapools de
péptidos especificos de SARS-CoV-2. Agrupacién basada en seurat de 38.519 celdas
coloreadas en funcion del tipo de cluster.
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(B) Mapa de calor que muestra la expresién de las transcripciones mas significativamente
enriquecidas en cada cluster (véase la Tabla S5C). El andlisis genético del marcador seurat
(comparacion del grupo de intereses con todas las demas células) mostrados son las 200
transcripciones principales con valor P ajustado < 0,05, el registroz veces el cambio > 0,25y
> diferencia del 10% en el porcentaje de células que expresan transcripcion expresada
diferencialmente entre dos grupos en comparacion.

(C) Trazado que muestra la expresién media (escala de color) y el porcentaje de expresion
(escala de tamafiio) de las transcripciones de genes de marcador seleccionadas en cada
cluster.

(D) UMAP que muestra el nivel de expresién normalizado de Seurat de las transcripciones
de FOXP3 (izquierda). Porcentaje decélulas Tres (cluster A) en el total de células SARS-CoV-
2 reactivas CD4' T para pacientes no hospitalizados y hospitalizados covid-19; puntos indican
datos de un solo sujeto (parcela derecha). Los datos son + SEM; importancia para las
comparaciones se calculd utilizando la prueba Mann-Whitney U; **p < 0,001.

(E) Frecuencia media de las células por grupo de pacientes hospitalizados y no
hospitalizados covid-19.

(F) UMAP gue muestra la puntuacién total de la firma CD4-CTL para cada célula (izquierda)
y porcentaje de CD4-CTLs (clusters By F) en el total de SARS-CoV-2 reactiva CD4" T cell
pool para pacientes covid-19 no hospitalizados y hospitalizados; los puntos indican datos
de un solo sujeto (trama izquierda). Los datos son malos + SEM. Significance para
comparaciones se calculé usando la prueba Mann-Whitney U; ns, valor P no significativo.

(G) Correlacion entre porcentaje de SARS-CoV-2-reactivo CD4" Tres y porcentaje de SARS-
CoV-2-reactivo CD4-CTLs en 13 pacientes no hospitalizados y 17 hospitalizados (izquierda)
COVID-19. Coeficiente de correlacidn ryelvalor P relacionado se calcularon utilizando la
correlacién spearman; “*“p < 0,0001.

(H) UMAP que muestra el nivel de expresién normalizado de Seurat de las transcripciones
il1R2 (izquierda)y el porcentaje decélulas Ter (IL1R2-células que expresan en el grupo A)
en el total de sars-cov-2 reactiva CD4" T cell pool para pacientes no hospitalizados y
hospitalizados COVID-19; los puntos indican datos de un solo sujeto (trama izquierda). Los
datos son + SEM; importancia para las comparaciones se calcularon utilizando la prueba
Mann-Whitney U; ""p < 0,001.

() Correlacion entre porcentaje de célulasrH citotoxicas citotdxicas sars-cov-2 reactivas
(proporcion decélulas Tru en el grupo 5, desde dataset de estimulacion de 6 h como en la
Figura 3C) y porcentaje decélulas Trr (célulasque expresan/L1R2en el grupoA) en 25 pacientes
COVID-19 (izquierda). Coeficiente de correlacion r se calculé mediante correlacién
Spearman; ns, valor P no significativo..

Consulte también la figura S5 vy latabla S5.



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7534589/#mmc5
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7534589/figure/fig3/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7534589/figure/figs5/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7534589/#mmc5
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/core/lw/2.0/html/tileshop_pmc/tileshop_pmc_inline.html?title=Click%20on%20image%20to%20zoom&p=PMC3&id=7534589_figs5_lrg.jpg

Hospitalized
o . * E———————— 2
1 a
: o
s 58
3 58 i Non-hospitalized
o
< 5 2 W Hospitalized
51 °8
ol é’
OUSeads - 3
CD69 BV786
B : :
Trec signature Cytotoxic signature Tew signature Tu17 signature
Clustar A Cluster B Cluster F i Cluster D Cluster E
- i
g e NES =25 06 NES=31 08 NES =28 NES=20 05 NES=25
< po o 23
:
G0 Wt L T (T —— O MR- 0 I
0 15000 0 15000 O 15000 0 15000 0 15000
Rank
Cc
10 12 42 43 27 04 O7 05 06 03 64 46 44 24 22 47 09 32 6 01 20 40 37 08 45 49 20 &1 57 31
Patient number
mnwgmmv-z I Non-hospitalized I Female
& — Wi W
D E F IL1R2* vs IL1R2 cells in cluster A
Tew signature Tra signature
c! §
i < % 03 NES =14 075 NES =23
£
Dy Clone
oo & o e § O e
6 @ B Noropandes oW
-@!
'1‘i o ™ 0 10000 0 10000
4 A Rank
E
c
E
0 100
Percent
Abrir en una ventana separada
Figura S5

Andlisis de células SARS-CoV-2 reactivas CD4" T de 24 h Condicién de estimulacidn,
relacionada con la Figura 5

(A) Parcelas representativas de FACS que muestran manchas superficiales de CD137 y
CD69 en memoria CD4" células T estimuladas durante 24 h con piscinas de péptidos SARS-
CoV-2, post-enriquecimiento (basado en CD137), en pacientes hospitalizados y no
hospitalizados COVID-19 (izquierda). Resumen del numero de células ordenadas en 14
pacientes hospitalizados y 17 no hospitalizados COVID-19 (derecha); datos son medios +
SEM.

(B) GSEA para Tres,citotoxicidad, genes dela firma Trv y TH17 en un grupo determinado en
comparacion con el resto de las células; “p < 0,01; "“p < 0,001.

(C) Agrupacion no supervisada de 17 hospitalizados y 13 pacientes no hospitalizados con
COVID-19 en funcion de las proporciones de células CD4" T reactivas del SRAS-CoV-2 en
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diferentes grupos después de la estimulacion del péptido de 24 h. Los clisteres con menos
del 5% del conjunto de datos total no se representan. El estado de hospitalizacion (rojo
versus verde) y el sexo (rosa versus azul) se indican en las filas de anotacién
inmediatamente debajo del dendrograma.

(D) UMAP gue muestra el tamafio del clon TCR (logzescala de color) de células reactivas
SARS-CoV-2 de pacientes con COVID-19 (condicion de estimulacion de 24 h).

(E) Proporcion de clonally expandido (tamafio del clon >2) y células no expandidas en cada
cumulo (condicién de estimulacion de 24 h).

(F) GSEA para genes de firma Triy Trren [L1R2" células en comparacion con [L1R2™ células en
el grupo A; "p < 0,05; “"p < 0,001.

El cluster mas grande (cluster A) se caracterizd por la alta expresion de las
transcripciones de FOXP3, que codifica para la caja P3 (FOXP3)
(Rudensky,21(Figuras5A-5D y Tabla S5C). El analisis independiente de GSEA mostrd
un enriquecimiento positivo significativo delos genes de firma Tres en este grupo, lo
gue sugiere que las células de este grupo representaban células SARS-CoV-2
reactivas Tgres (FiguraS5By Tabla S2H). En particular, la proporcion de células en
elgrupo Tres fue significativamente menor en pacientes hospitalizados con COVID-19
en comparacién con pacientes no hospitalizados (Figuras5D, 5E y YS5CS5Cy Tablas
S5AyS5B), lo que sugiere un defecto potencial en la generacién de células
inmunosupresoras SARS-CoV-2 reactivas Tkec en pacientes hospitalizados. De acuerdo
con nuestros datos de la condicion de estimulacion de 6 h, encontramos que las
células en los clusters CD4-CTL (clusters B y F) estaban presentes a frecuencias mas
altas en algunos pacientes hospitalizados covid-19 (Figuras5E, 5F, yS5C S5C y Tablas
S5A y S5B). También mostraron la mayor expansion clonal en comparacién con
otros grupos(Figuras S5D un S5E y Tabla S4B), lo que sugiere la importancia
potencial del subconjunto CD4-CTL para impulsar las respuestas inmunes a la
infeccién sars-cov-2.

El andlisis de correlacién de la proporcion de CD4-CTLs y Tres €n nuestro conjunto
de datos de 24 h reveld una correlacion negativa significativa, que indicaba que los
pacientes con unarespuesta Tres deteriorada al SARS-CoV-2 montaron una respuesta
CD4-CTL mas fuerte (Figura5G y Tabla S5D). Un estudio reciente en un modelo
murino mostrd que las respuestas citotdxicas Tey Se reducen por un subconjunto
decélulas Tres llamadas células reguladoras foliculares T (Teg)(Xeet2k2019) Para determinar
si dicha asociacion se observa en nuestros conjuntos de datos, primero
cuantificamoslas células Tk basadas en la expresion de [L1R2 (Eschweileretal,2020) de |gs
celdas delcluster Tres A (FiguraSH). GSEA independiente confirmé que las células que
expresan IL1R2se enriquecieron significativamente para genes foliculares y dela firma
Trr (FiguraS5F), que indicaban que representancélulas Ter. Mds del 40% de las células
delclister Tree €Xxpresaron IL1R2;esto indica que se genera una fuerte respuesta Ter
circulante en la infeccion SARS-CoV-2. Es importante destacar que la proporcion
decélulas T fue significativamente menor en pacientes hospitalizados con COVID-
19 (Figura5H) y mostré una modesta correlacién negativa con la proporcién de células Tex
citotéxidas (Figura5Sly Tabla S5E). Sobre la base de estos hallazgos y la funcion


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7534589/#bib36
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7534589/figure/fig5/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7534589/#mmc5
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7534589/figure/figs5/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7534589/#mmc2
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7534589/figure/fig5/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7534589/figure/figs5/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7534589/figure/figs5/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7534589/#mmc5
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7534589/figure/fig5/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7534589/figure/figs5/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7534589/#mmc5
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7534589/figure/figs5/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7534589/#mmc4
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7534589/figure/fig5/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7534589/#mmc5
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7534589/#bib55
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7534589/#bib15
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7534589/figure/fig5/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7534589/figure/figs5/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7534589/figure/fig5/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7534589/figure/fig5/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7534589/#mmc5

conocida de estos subconjuntos T REG, hipotéticamos que la magnitud de
lasrespuestas de Tres Y Trr @l SARS-CoV-2 probablemente modulan las respuestas
citotéxicas de células CD4* Ty B en la enfermedad COVID-19, aunque se requieren
mas estudios para confirmar esta hipdtesis.

Vete a:
discusion

Existe una necesidad urgente de comprender mejor los determinantes moleculares
de las respuestas inmunes protectoras y patéogenas en COVID-19. Dada la
importancia de las células CD4* T en la inmunidad antiviral, es probable que el
estudio de esta poblacidn de células inmunes adaptativas proporcione informacion
sobre la naturaleza de las respuestas del huésped observadas en pacientes con
COVID-19. Los estudios actuales sobrecélulas CD4* T especificas de antigeno se limitan al
fenotipado basado en citometria de flujo de células que responden al SARS-CoV-2
utilizando conjuntos limitados de marcadores (Braun et?!-2020; Grifoni et al., 2020; Thieme et al., 2020)
que por lo tanto no logran capturar exhaustivamente la amplitud delas células CD4* T
que responden al SARS-CoV-2. Los enfoques imparciales que emplean ensayos de
ARN-seq de una sola célula pueden proporcionar estos conocimientos; sin
embargo, hasta donde sabemos, los estudios unicelulares hasta la fecha sélo han
examinadoel total de células CD4* T en muestras de sangre o lavado broncoalveolar de
pacientes con enfermedad COVID-19abretetal. 2020. Debido a la rareza de las células
especificas del SARS-CoV-2 en laspoblaciones totales de células CD4* T, es probable que las
sefiales de estas células se enmascaran por la abundancia relativa de otras células CD4* T no
especificas de antigeno. Ademas, a pesar de la profusion de estudios
transcriptomicos unicelulares, el analisis de células T especificas del virus o de
cualquier antigeno especifico, como tal en los seres humanos, se ha quedado atras,
en parte debido a los desafios impuestos por los métodos para aislar las células T
especificas de antigeno en cantidades suficientes. Aqui, hemos superado estos
problemas y realizado un estudio transcriptémico unicelular de células CD4 + T
reactivas > 100.000 virus reactivas, centradas en células sars-cov-2 reactivas de 40
pacientes con COVID-19 con gravedad variable de la enfermedad, y compararon su
perfil molecular concélulas CD4* T reactivas con otros virus respiratorios comunes.

Encontramos una heterogeneidad notable en la naturaleza de los subconjuntos de
células CD4* T que son reactivos para el SRAS-CoV-2 y otros virus respiratorios y en
pacientes individuales y con diferente gravedad de COVID-19. Las células
polifuncionales Ty1, que son abundantes entrelas células CD4* T reactivas por FLU y
consideradas protectoras(sederetal. 2008Lestyvieron presentes en frecuencias mas bajas entre las
célulasSARS-CoV-2 reactivas CD4* T. Tambiénse observaron frecuencias mas bajas de
células Ty17 entre células SARS-CoV-2 reactivas CD4* T. Por el contrario,
encontramos un aumento de las proporciones de células T FH citotdxicas reactivas
sars-cov-2 en pacientes hospitalizados con COVID-19. Las células citotdxicas Tex
pueden matar células B y amortiguar las respuestas del centro germinal (Xieet2-
2019).y 3 nuestro conocimiento esta es la primera descripcidn de las célulasT FH citotoxicas
circulantes en humanos. Es importante destacar que la magnitud de la respuesta
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citotoxica de Ty al SARS-CoV-2 fue mas fuerte al principio del curso de la
enfermedad y se correlaciond negativamente con los niveles de anticuerpos con el
SARS-CoV-2 S. Informes recientes han encontrado que los pacientes con
infecciones mortales covid-19 tienen respuestas celulares germinales
abrogadas(anekoetal. 2020ly njyeles muy ligeramente reducidos de anticuerpos IgM
especificos de S (Atyeoet?2--2020.|3 base mecanicista de la cual no se conoce. Nuestros
hallazgos de fuertes respuestas citotdxicas de Twy al principio de la enfermedad
pueden proporcionar el vinculo con defectos en las respuestas de las células B en
algunos pacientes con enfermedad grave y mortal de COVID-19.

Otra observacioén llamativa es la abundancia en células SARS-CoV-2 reactivas CD4*
T de CD4-CTLs que expresan altos niveles de transcripciones codificando para
multiples quimioquinas (XCL1, XCL2, CCL3, CCL4 y CCL5), particularmente de
algunos pacientes hospitalizados covid-19. Esto sugiere que las respuestas CD4-CTL
en la enfermedad COVID-19 pueden estar relacionadas con la patogénesis, aunque
se requieren mas estudios en modelos animales y estudios de asociacidon a gran
escala en pacientes con COVID-19 para verificar o refutar esta hipotesis. En
particular, algunos pacientes hospitalizados con COVID-19 mostraron unarespuesta
Tres deteriorada al SARS-CoV-2, y estos pacientes montaron una fuerte respuesta
CD4-CTL, planteando otra asociacién interesante que justifica pruebas en estudios
mas grandes.

Limitaciones y direcciones futuras

La limitacion de este estudio es el tamano relativamente pequefio de la muestra
teniendo en cuenta la heterogeneidad observada en la naturaleza de las respuestas
de células CD4* T al SARS-CoV-2. El andlisis de pacientes en la fase aguda y
convaleciente de la enfermedad no discrimina el efector yla memoria a largo plazo CD4*
respuestas de células T. Es probable que el muestreo en serie de los mismos
pacientes en la fase recuperada proporcione informacién sobre la naturaleza y
persistencia de lasrespuestas de la memoria CD4* células T al SARS-CoV-2.

Debido a que la asociacidn negativa entre las respuestas celulares citotoxicas de Ty
y los niveles de anticuerpos anti-pico no se observé en pacientes no hospitalizados,
el papel potencial de las células citotoxicas Tew en las respuestas de anticuerpos no
se puede generalizar. Ademas, las proporciones mds altas de células citotdxicas de
Trw en pacientes hospitalizados pueden simplemente reflejar mayores titulos
virales y produccion de IFN. Se requieren estudios longitudinales para aclarar la
asociacion entre las respuestas citotdxicas aberrantes T y su impacto en la
modulacion de la magnitud y duracion de las respuestas protectoras de anticuerpos
al SARS-CoV-2. El papel de los CD4-CTLs en las respuestas inmunes protectoras o
patdgenas al SRAS-CoV-2 debe aclararse en los modelos preclinicos. Estudios
futuros en pacientes con COVID-19 también deben examinar las relaciones entre
los subconjuntos de células SARS-CoV-2 reactivas CD4* T en la sangre y las observadas
en los tejidos mucosos donde el control de la infeccion SARS-CoV-2 es critico.

Vete a:
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Disponibilidad de recursos

Contacto principal

Se puede dirigir mds informacién y solicitudes de reactivos al contacto principal,
Pandurangan Vijayanand ( vijay@lji.org ).

Disponibilidad de materiales

Los grupos de epitopos de SARS-CoV-2, influenza humana (FLU), parainfluenza
(HPIV) y metapneumovirus (HMPV) utilizados en este documento se pondran a
disposicion de la comunidad cientifica previa solicitud y ejecucion de un acuerdo de
transferencia de material (MTA) dirigido al Dr. . Alessandro Sette

(alex@lji.org ). Puede haber restricciones en la disponibilidad de los reactivos
peptidicos debido al costo y la cantidad limitada.

Disponibilidad de datos y codigos

Los scripts estan disponibles en nuestro repositorio en GitHub

( https://github.com/vijaybioinfo/COVID19 2020 ). Los datos de secuenciacién
para este estudio se han depositado en el Gene Expression Omnibus con el nimero
de acceso GSE152522 .

Modelo experimental y detalles del sujeto

Pacientes y muestras de COVID-19

Se obtuvo la aprobacidn ética para este estudio del Comité de Etica de
Investigacion de Berkshire 20 / SC / 0155 y el Comité de Etica del Instituto de
Inmunologia de La Jolla (LJI). Se obtuvo el consentimiento por escrito de todos los
sujetos. 22 pacientes hospitalizados en un gran hospital universitario en el sur de
Inglaterra con infeccidn por SARS-CoV-2, confirmada por el ensayo de reaccién en
cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa (RT-PCR) para detectar el SARS-
CoV-2, entre abril y mayo de 2020 fueron reclutados para el estudio. También se
reclutd durante el mismo periodo una cohorte adicional de 18 participantes que
consistia en trabajadores de la salud que no fueron hospitalizados con la
enfermedad COVID-19, confirmada en base a un ensayo de RT-PCR o evidencia
seroldgica de anticuerpos contra el SARS-CoV-2. Todos los sujetos proporcionaron
hasta 80 ml de sangre para estudios de investigacion. Los datos clinicos y
demograficos se obtuvieron de los registros de los pacientes hospitalizados,
incluidas las comorbilidades, los resultados de sangre, la intervencién
farmacoldgica, la afectacion radioldgica, los eventos trombdticos, los resultados de
microbiologia y virologia (Tabla S1A). Los 22 pacientes hospitalizados tenian una
edad media de 60 (33-82), 17 de estos pacientes (77%) eran hombres y esta
cohorte consistia en 16 (73%) blancos britanicos / blancos otros, 4 (18%) indios y 2
(9%) pacientes negros britanicos. Todos los pacientes hospitalizados sobrevivieron
hasta el alta hospitalaria. Todos los pacientes hospitalizados aun presentaban
sintomas en el momento de la extraccidon de sangre, mientras que algunos de los


http://mailto:vijay@lji.org/
http://mailto:alex@lji.org/
https://github.com/vijaybioinfo/COVID19_2020
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE152522

pacientes no hospitalizados (4/18) no presentaban sintomas (Tabla S1A). Los 18
participantes no hospitalizados tenian una mediana de edad de 39 (22-50), 8 (44%)
de estos participantes eran hombres y esta cohorte consistia en 15 (83%) blancos
britanicos / blancos otros, 2 (11%) participantes arabesy 1 (6%)

chinos. Observamos que la mediana de edad de los pacientes no hospitalizados fue
menor que la de los pacientes hospitalizados con COVID-19.

Controles saludables

Estudiar los CD4 * reactivos al VPH, HMPV y SARS-CoV-2Células T de sujetos sanos
no expuestos (pandemia anterior a COVID-19), utilizamos muestras de capa
leucocitaria andnimas de 5 donantes adultos sanos que donaron sangre en el
Banco de Sangre de San Diego antes de 2019, antes de la pandemia de Covid-19. Se
considerd que los donantes gozaban de buena salud, no presentaban sintomas de
resfriado o gripe y no tenian antecedentes de hepatitis B o hepatitis C. La mediana
de edad fue 50 (32-71) y 4 de estos pacientes (80%) eran hombres. Para estudiar
las células reactivas a la gripe, obtuvimos muestras de sangre andnimas de 8
donantes inscritos en el Programa de donantes de sangre normales de LJI antesy /
o después (12 a 14 dias) de recibir la vacuna FLUCELVAX (septiembre y octubre de
2019). La mediana de edad fue 37 (26-57) y 5 de estos pacientes (63%) eran
mujeres. La aprobacién para el uso de este material se obtuvo del Comité de Etica
de LJI.

Detalles del método

Procesamiento de PBMC

Se aislaron células mononucleares de sangre periférica (PBMC) de hasta 80 ml de
sangre anticoagulada mediante centrifugacion por densidad sobre Lymphoprep
(Axis-Shield PoC AS, Oslo, Noruega) y se criopreservaron en suero de anticuerpo
humano descomplementado al 50%, medio RMPI 1640 completo al 40%. y DMSO al
10%.

Grupos de péptidos SARS-CoV-2

Se obtuvieron grupos de péptidos liofilizados que cubren la secuencia
inmunodominante de la glicoproteina de pico y la secuencia completa de la
glicoproteina de membrana del SARS-CoV-2 (secuencias de 15 meros con
superposicidon de 11 aminodcidos) de Miltenyi Biotec ( Thiemeetal. 2020 ) resyspendido y
almacenado de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

Prueba de anticuerpos contra el SARS-CoV-2

El LIAISON SARS-CoV-2 S1 / S2 IgG (DiaSorin SpA, Saluggia, Italia) se utilizd segun las
instrucciones del fabricante para obtener resultados cuantitativos de anticuerpos a
partir de muestras de plasma mediante un inmunoensayo de quimioluminiscencia
indirecta (CLIA) en un Servicio de Acreditacion del Reino Unido (UKAS). )
laboratorio de diagndstico en el Hospital Universitario de Southampton. Los
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resultados de la muestra se interpretaron como positivos (> 15 AU / mL),
Equivocados (> 12,0 y <15,0 AU / mL) y negativos (<12 AU / mL).

Respuestas de células B especificas de proteina de pico de SARS-CoV-2

Para evaluar el nivel de células B especificas de SARS-CoV-2 S1 /S2, se prepararon
células en tampon de tincién (PBS con FBS al 2% y EDTA 2 mM), se bloqued con
FcyR (clon 2.4G2, BD Biosciences), se tifieron con el indicado anticuerpos primarios
y proteinas S1 / S2 biotiniladas (Sino Biological) durante 30 mina 4 ° C; lavado y
posteriormente tefiido con estreptavidina-BV421. Los pacientes 10, 24 y 49 fueron
analizados en un dia diferente con un laser violeta de menor intensidad y
requirieron diferentes puertas.

Epitopo Megapool de disefio de péptidos (MP)

Los megapools (MP) de péptidos de células T CD4 *9 parainfluenza humana (HPIV)
y metapneumovirus (HMPV) se produjeron mediante liofilizacidon secuencial de
epitopos especificos de virus como se describid anteriormente ( Carrasco Proetal,

2015, Weiskopfetal. 2015b ) | 35 |istas completas de las secuencias de proteinas virales
derivadas de la base de datos uniprot y utilizadas para los disefios HPIV y HMPV MP
estan disponibles en la Tabla S1F. La prediccion de linfocitos T se realizé mediante
la herramienta TepiTool, disponible en los recursos de andlisis de bases de datos de
epitopos de identificacion (IEDB-AR, LJI), aplicando el método de prediccion de 7
alelos y una mediana de corte <20 (Dhanda-=tal.2019, Pauletal., 2015, Pauletal. 2016) Pgra |la HA-
influenza MP, seleccionamos 177 epitopos definidos experimentalmente,
recuperados consultando la base de datos IEDB ( www.|EDB.org ) el 12/07/19 con
los parametros de busqueda “solo ensayo positivo, sin ensayos de células B, sin
ensayo de ligando MHC , Anfitrién: Homo Sapiens y MHC clase de restriccion Il ". La
lista de epitopos se enriquecié con péptidos predichos derivados de las secuencias
de HA de las cepas vacunales disponibles en 2017-2018 y 2018-2019 (A / Michigan /
45/2015 (H1N1), B / Brisbane / 60/2008, A / Hong_Kong / 4801/2014 (H3N2), A/
Michigan / 45/2015 (H1N1), A / Alaska / 06/2016 (H3N2), B / lowa / 06/2017 y B /
Phuket / 3073/2013). Luego, los péptidos resultantes se agruparon utilizando la
herramienta IEDB cluster 2.0 y el método recomendado por IEDB (método de
ruptura de grupo) con un corte del 70% para la identidad de secuencia aplicada

( Dhanda etal., 2019 Dhanda etal. 2018 ) (Tghbla S1E). Los péptidos se sintetizaron como material
crudo (A&A, San Diego, CA), se resuspendieron en DMSO, se agruparon de acuerdo
con cada composicién de MP y finalmente se liofilizaron secuencialmente (CarrascoProet
al.2015 ) Para el cribado de sujetos sanos no expuestos (muestras proporcionadas
antes de la pandemia actual) que reaccionan de forma cruzada al SARS-CoV-2,
analizamos a 20 sujetos sanos no expuestos utilizando conjuntos de péptidos CD4-R
y CD4-S del SARS-CoV-2, como se describe (Crifonietal. 2020 ),

Ensayo de enriquecimiento de células T reactivas a antigenos (ARTE)

El enriquecimiento y la clasificacion FACS de las células T de
memoria CD154 + CD4 * reactivas al virus después de la estimulacién del grupo de
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péptidos se adaptd de Bacher et al. 2016 ( Bacheretal. 2016 ) Brevemente, las PBMC de
cada donante se descongelaron, lavaron, sembraron en placas de cultivo de 24
pocillos a una concentracion de 5 x 10 ¢ células / ml en 1 ml de medio TexMACS sin
suero (Miltenyi Biotec) y se dejaron durante la noche (5% CO ,, 37 ° C). Las células
se estimularon mediante la adicidn de grupos de péptidos especificos de virus
individuales (1 pg / mL) durante 6 h en presencia de un anticuerpo CD40 de
bloqueo (1 pug / mL; Miltenyi Biotec). Para el enriquecimiento posterior de CD154
basado en MACS*, las células se tifieron secuencialmente con anticuerpos de
superficie marcados con fluorescencia (lista de anticuerpos en la Tabla S1G),
anticuerpo Cell-hashtag TotalSeqg-C (0,5 pg / condicién) y un anticuerpo CD154
conjugado con biotina (clon 5C8; Miltenyi Biotec) seguido de anti -microperlas de
biotina (Miltenyi Biotec). Las células marcadas se afiadieron a columnas MS
(Miltenyi Biotec) y las células seleccionadas positivamente (CD154 *+) se eluyerony
se usaron para la clasificacion FACS de células T CD4 *¢ memoria CD154 . El flujo
de la columna se recogid y se volvid a sembrar para cosechar las células que
respondieron 24 h después de la estimulacién con péptidos. Analogo al
enriquecimiento para CD154 +, CD4 *w expresa CD137Las células T de memoria se
seleccionaron positivamente mediante tincién con anticuerpo CD137 conjugado
con biotina (clon REA765; Miltenyi Biotec) seguido de MicroBeads anti-biotina y se
aplicaron a una nueva columna MS. Después de la elucion, las poblaciones
enriquecidas se clasificaron inmediatamente usando un clasificador de células de
fusion FACSAria (Becton Dickinson) basado en la expresion dual de CD154 y CD69
para la condicidn de estimulacion de 6 h, y CD137 y CD69 para la condicién de
estimulacion de 24 h. La estrategia de puerta utilizada para la clasificacion se
muestra en las Figuras S1A y S4B. Todos los datos de citometria de flujo se
analizaron utilizando el software FlowJo (versién 10).

Aislamiento celular y ensayo de secuenciacion de ARN unicelular (plataforma 10x)

Para los ensayos combinados de RNA-seq y TCR-seq (10x Genomics), se

agruparon un maximo de 60.000 células T CD4 *¢ memoria reactiva al virus de
hasta 8 donantes clasificdndolas en tubos de recogida de 1,5 ml de baja retencidn,
que contenian 500 ul de una solucidén 1: 1 de PBS: FBS suplementada con inhibidor
de RNasa recombinante (1: 100, Takara). En el caso de donantes sanos, cuando fue
posible, se aislaron cantidades iguales de células de cada donante y se combinaron
antes de 10 experimentos de secuenciacion de ARN de una sola célula de
Genomics. Para el andlisis de las respuestas de células T CD4 * reactivas a la gripe,
secuenciamos muestras emparejadas antes y después de la vacunacién de 4
donantes y las complementamos con 2 muestras no emparejadas para antesy
después de la vacunacion. Las muestras de antes y después de la vacunacion se
combinaron para el analisis de CD4 reactivo a la gripe. *- Células T. Después de la
clasificacidn, se afiadio PBS helado para completar un volumen de 1400 pl. A
continuacion, las células se centrifugaron durante 5 min (600ga4°C)y el
sobrenadante se elimind cuidadosamente dejando de 5 a 10 pl. Se afiadieron al
tubo 25 pl de tampdn de resuspension (0,22 um de PBS filtrado y enfriado con
hielo suplementado con albimina de suero bovino ultrapura; 0,04%, Sigma-Aldrich)
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y el sedimento se resuspendid suave pero completamente. Después de una mezcla
cuidadosa, se transfirieron 33 ul de la suspensién celular a un tubo de PCR para su
procesamiento segun las instrucciones del fabricante (10x Genomics).

Brevemente, la preparacion de la biblioteca de secuenciacién de ARN de una sola
célula se realizé segun las recomendaciones del fabricante para la quimica 10x
Genomics 5 'TAG v1.0 con perfil inmunolégico y tecnologia de proteinas de
superficie celular. Tanto la amplificacion inicial del ADNc como la preparacién de la
biblioteca se llevaron a cabo con 13 ciclos de amplificacion; Se generaron
bibliotecas de proteinas de superficie celular y V (D) J correspondientes a cada
biblioteca de expresion génica TAG de 5 "' usando 9 ciclos y 8 ciclos de
amplificacién, respectivamente. Las bibliotecas se cuantificaron y combinaron de
acuerdo con concentraciones molares equivalentes y se secuenciaron en la
plataforma de secuenciacion lllumina NovaSeq6000 con las siguientes longitudes
de lectura: lectura 1 - 101 ciclos; leer 2 - 101 ciclos; e indice i7 - 8 ciclos.

Andlisis de transcriptoma unicelular

Las lecturas de RNA-seq de una sola célula se alinearon y colapsaron en recuentos
de identificadores moleculares Unicos (UMI) utilizando el software Cell Ranger de
10x Genomics (v3.1.0) y se asignaron al genoma de referencia GRCh37 (v3.0.0). Los
recuentos de Hashtag UMI para cada biblioteca de captura de anticuerpos
TotalSeq-C se generaron con la tuberia de analisis de codigos de barras de
funciones de Cell Ranger. Para demultiplexar donantes, los recuentos de UMI de
cddigos de barras de células se obtuvieron primero a partir de la salida de datos sin
procesar, y solo las células con al menos 100 UMI para el hashtag con los recuentos
de UMI m3s altos se consideraron para la asignacién de donantes. Las identidades
de los donantes fueron inferidas por MULTIseqDemux(autoThresh = TRUE y maxiter
= 10) de Seurat (v3.1.5) usando los recuentos UMI. A cada cddigo de barras de la
celda se le asigné una identificacion de donante, marcada como un doblete o con
un enriguecimiento negativo. Las células se volvieron a clasificar como dobletes si
la proporcidon de recuentos de UMI entre los 2 cédigos de barras superiores era
inferior a 3. Las células etiquetadas como doblete o negativo se eliminaron de los
analisis posteriores. Los datos sin procesar de 10x se agregaron de

forma independiente utilizando la funcidn aggr de Cell Ranger (v3.1.0). Los
donantes P28 y P48 no se tifieron con anticuerpos hashtagy, por lo tanto, no
contribuyeron a ningun dato especifico del donante. Los datos fusionados se
transfirieron al entorno estadistico R para su andlisis utilizando el paquete Seurat
(v3.1.5) ( stuartetal.2019) Para minimizar aln mas los dobletes y eliminar las células con
transcriptomas de baja calidad, se excluyeron las células que expresan <800 y>
4400 genes unicos, <1500 y> 20.000 contenido total de UMI y> 10% de los UMI
mitocondriales. Las estadisticas resumidas para todas las bibliotecas de
transcriptomas unicelulares se proporcionan en la Tabla S2C-E e indican datos de
buena calidad sin diferencias importantes en las métricas de control de calidad en
varios lotes, donde los lotes son grupos de donantes cuyas bibliotecas se
secuenciaron juntas (Figura S2A) . Este procedimiento se aplicé de forma
independiente para los datos de CD4 * T estimuladas durante Oy 6 h, 6y 24 h.
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Para el analisis del transcriptoma de una sola célula, solo se incluyeron los genes
expresados en al menos el 0,1% de las células. Luego, los datos del transcriptoma
se transformaron en logaritmos y se normalizaron (en un factor de 10,000) por
celda, utilizando la configuracion predeterminada en el software Seurat ( stuartetal.
2019, Los genes variables con una expresion media de UMI superior a 0,01 y que
explican el 25% de la varianza total se seleccionaron utilizando el método de
transformacion estabilizadora de varianza, como se describe ( Stuartetal.2019 ) | o
datos transcriptdomicos de cada célula se escalaron posteriormente mediante la
regresion del nimero de UMI detectados y el porcentaje de recuentos
mitocondriales. Para datos de CD4*Células T estimuladas durante 6 h, el analisis de
componentes principales se realizé utilizando los genes variables y, basandose en la
desviacion estandar de los PC en el "diagrama de codo", se seleccionaron los
primeros 38 componentes principales (PC) para anadlisis adicionales. Las celdas se
agruparon utilizando las funciones FindNeighbors y FindClusters en Seurat con una
resolucidn de 0.6. La solidez de la agrupacion se verificé de forma independiente
mediante otros métodos de agrupacidon y modificando el nimero de PCy genes
variables utilizados para la agrupacion. El analisis de los patrones de agrupacion en
varios lotes no reveld evidencia de efectos de lote fuertes (Figura S2A). Para datos
de CD4 *Con células T estimuladas durante 24 h, se seleccionaron las primeras 16
PC para analisis adicionales. El grupo 6 (G) en el conjunto de datos de 24 h se
fusiond con el grupo 0 (A) después de ser identificado como T ges . Para el analisis
de agregacion de 0y 6 h, se tomaron 30 PC. Finalmente, las celdas se agruparon
usando FindNeighbors y FindClustersfunciones en Seurat con una resolucién de 0,6
y 0,2 para 6 y 0 h de agregacion y 24 h, respectivamente. Se generaron mas
visualizaciones de datos normalizados exportados, como graficos UMAP o "violin",
utilizando el paquete Seurat y scripts R personalizados. La forma del violin
representa la distribucidn de las células que expresan la transcripciéon de interés
(basada en un modelo de estimaciéon de densidad del nucleo de Gauss) y estan
coloreadas segun el porcentaje de células que expresan la transcripcidon de interés.

Analisis de expresion génica diferencial unicelular

El analisis de expresidn génica diferencial de una sola célula por pares se realizé
utilizando el paquete MAST en R (v1.8.2) ( fnaketal. 2015 ) después de la conversion de
datos a log > recuentos por millén (log , (CPM + 1)). Se considerd que un gen se
expresaba diferencialmente cuando el valor de P ajustado de Benjamini-
Hochberg era <0,05 y un cambio log , veces mayor de 0,25. Para encontrar
marcadores de conglomerados (transcripciones enriquecidas en un conglomerado
determinado) se utilizo la funcién FindAlIMarkers de Seurat.

Analisis de enriquecimiento de conjuntos de genes y puntuaciones del médulo de
firma
Las puntuaciones de GSEA se calcularon con el paquete fgsea en R utilizando la

relacion sefial / ruido (o el cambio de log ; veces para la comparacion del grupo 5
frente al grupo 0) como métrica. Los conjuntos de genes estaban limitados por
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minSize = 3 y maxSize = 500. Las puntuaciones de enriquecimiento normalizadas se
presentaron como graficos GSEA. Las puntuaciones de los mddulos de firma se
calcularon con la funcion AddModuleScore , utilizando la configuracién
predeterminada en Seurat. Brevemente, para cada célula, la puntuacion se define
por la media de la lista de genes distintivos después de restar la expresion media
de un agregado de listas de genes de control. Se tomaron muestras de listas de
genes de control (del mismo tamafio que la lista de firmas) de contenedores
creados en funcién del nivel de expresion de la lista de genes de firmas. Las listas
de genes utilizadas para el anadlisis se proporcionan en la Tabla S2H.

Analisis de trayectoria unicelular

La trayectoria "ramificada" se construyé utilizando Monocle 3 (v0.2.1,
configuracion predeterminada) ( Iraenelletal. 2014 ) con el numero de UMI, el porcentaje
de UMI mitocondrial como féormula del modelo e incluyendo los genes altamente
variables de Seurat para mayor consistencia. . Después de establecer una sola
particidon para todas las células, la trayectoria de la célula se proyecté en el PCAy el
UMAP generado a partir del analisis de Seurat. La 'raiz' fue seleccionada por la
funcion get_earliest_principal_node proporcionada en el paquete. Se us6 Monocle
3 alpha para analizar los conglomerados 0 y 5 usando el algoritmo DDRTree para la
reduccion dimensional después de seleccionar los 500 genes altamente variables
con Seurat.

Analisis de la secuencia del receptor de células T (TCR)

Las lecturas de bibliotecas enriquecidas con secuencias de TCR V (D) J de celda
Unica (Tabla S2D) se procesaron con vdjcanalizacién de Cell Ranger (v3.1.0y las
anotaciones humanas hacen referencia a GRCh38, v3.1.0, como se recomienda). En
resumen, se reunieron las transcripciones de V (D) J y se obtuvieron sus
anotaciones para cada biblioteca independiente. Para realizar un analisis
combinado del transcriptoma de una sola célula y la secuencia de TCR de las
mismas células, primero se agregaron las bibliotecas V (D) J utilizando un script
personalizado. Luego, los sufijos de cédigos de barras celulares de estas bibliotecas
se revisaron de acuerdo con el orden de sus bibliotecas de expresidn génica. Se
identificaron clonotipos uUnicos, tal como los define 10x Genomics como un
conjunto de secuencias productivas de la Regién 3 que determina la
complementariedad (CDR3), en todos los archivos de la biblioteca y su frecuencia y
proporcion (estadisticas de clones) se calcularon en funcién del resultado de
agregacion considerando solo las células presentes en las bibliotecas de expresion
génica. * Células T estimuladas durante 6 y 24 h. Con base en los archivos de
agregacion de vdj, los cédigos de barras capturados por nuestros datos de
expresion génica y previamente filtrados para mantener solo células de buena
calidad, se anotaron con un ID de clonotipo especifico junto con su tamaio de clon
(numero de células con los mismos clonotipos en uno o ambos Cadenas alfa y beta
de TCR) y otras estadisticas (Tabla S4A, B, E y F). Las células que comparten el
clonotipo con mas de 1 célula se denominaron expandidas clonalmente (tamafio
del clon> 2). El tamafio del clon para cada célula se visualiz6 en UMAP,
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representando sélo células T CD4 * reactivas con SARS-CoV-2 . El uso compartido
del clonotipo entre células en diferentes grupos se representd utilizando la
herramienta UpSetR ( Conwavetal.2017) Finalmente, para evaluar el intercambio entre
los conjuntos de datos de Oy 6 h, se aplicé el mismo proceso de agregacion para
todas las bibliotecas de vdj a partir de estos datos y solo las células

T CD4 + reactivas al SARS-CoV-2 aisladas especificamente de pacientes
emparejados. entre conjuntos se consideraron.

Cuantificacion y andlisis estadistico

El procesamiento de datos, los métodos aplicados y los cédigos se describen en la
seccion respectiva de los Métodos STAR. El nimero de sujetos, muestras, réplicas
analizadas y la prueba estadistica realizada se indican en las leyendas de las figuras
o métodos STAR. El analisis estadistico para la comparacion entre dos grupos se
evalud con la prueba U de Mann Whitney y la correlacion se evalué con la prueba
de Spearman utilizando GraphPad Prism.
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Haga clic aqui para ver. (683 xx)

Tabla S4. Datos de clonotipo TCR especificos del sujeto y especificos del cluster;
Numeros de celda especificos del sujeto y transcripciones enriquecidas del claster
para celdas que expresan marcadores de activacion ex vivo, relacionados con las
figuras 4 y S4:

Haga clic aqui para ver. (23M.xisx)

Tabla S5. Numeros de celda especificos del sujeto de secuenciacion de células
Unicas para la condicion de estimulacion de 24 h, genes enriquecidos en racimo
para la condicion de estimulacion de 24 h y datos resumidos para todos los
andlisis de correlacidon que se muestran en la figura 5, relacionados con las figuras
5y S5:


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7534589/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7534589/
https://doi.org/10.1016/j.cell.2020.10.001
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7534589/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7534589/bin/mmc1.xlsx
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7534589/bin/mmc2.xlsx
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7534589/bin/mmc3.xlsx
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7534589/bin/mmc4.xlsx

Haga clic aqui para ver. (713K xisx)

Vete a:
Referencias

1. Acharya D., Wang P., Paul A.M., Dai J., Gate D., Lowery J.E., Stokic D.S., Leis
A.A,, Flavell R.A., Town T. Interleukin-17A promueve la citotoxicidad de
células T CD8+ para facilitar la eliminacion del virus del Nilo
Occidental. Revista de Virologia. 2016;91 e01529—e16. [Articulo gratuito
pmc][PubMed][GoogleScholar]

2. Albrecht I, Niesner U., Janke M., Menning A., Loddenkemper C., Kiihl A.A.,
Lepenies I., Lexberg M.H., Westendorf K., Hradilkova K. Persistencia de la
memoria efectora Th1l células esta regulada por Hopx. Revista Europea de
Inmunologia. 2010;40:2993-3006. [PubMed] [GoogleScholar]

3. Atyeo C,, Fischinger S., Zohar T., Slein M.D., Burke J., Loos C., Mcculloch D.J,,
Newman K.L., Wolf C., Yu J. Distinct Early Serological Signatures Track with
Sars-Cov-2 Survival. Inmunidad. 2020;53:524-532.e4. [Articulo gratuito
pmc][PubMed][GoogleScholar]

4. Bacher P., Schink C., Teutschbein J., Kniemeyer O., Assenmacher M.,
Brakhage A.A., Scheffold A. Enriquecimiento de células T reactivos por
antigeno para el analisis directo y de alta resolucion del repertorio humano
ingenuo y de memoria. J Immunol. 2013;190:3967-3976. [PubMed]
[GoogleScholar]

5. Bacher P., Heinrich F., Stervbo U., Nienen M., Vahldieck M., Iwert C., Vogt K.,
Kollet J., Babel N., Sawitzki B. La especificidad regulatoria de las células T
dirige tolerancia versus alergia contra los aeroanagenos en humanos. La
celda. 2016;167:1067-1078.e16. [PubMed] [GoogleScholar]

6. Bacher P., Hohnstein T., Beerbaum E., Rocker M., Blango M.G., Kaufmann S.,
Rohmel J., Eschenhagen P., Grehn C., Seidel K. Human Anti-Fungal Th17
Immunity and Pathology Confian en la reactividad cruzada contra Candida
Albicans. La celda. 2019;176:1340-1355.e15. [PubMed] [GoogleScholar]

7. Bentebibel S.E., Lépez S., Obermoser G., Schmitt N., Mueller C., Harrod C.,
Flano E., Mejias A., Albrecht R.A., Blankenship D. Induccion de células
ICOS+CXCR3+CXCR5+ TH se correlaciona con respuestas de anticuerpos a la
vacunacion antigripal. Sci Transl Med. 2013;5:176ra32. [Articulo gratuito
pmc][PubMed][GoogleScholar]

8. Braunl,, Loyal L., Frentsch M., Wendisch D., Georg P., Kurth F., Hippenstiel
S., Dingeldey M., Kruse B., Fauchere F. Sars-Cov-2-Reactive T Cells en
Donantes Sanos y Pacientes con Covid-19. La naturaleza. Doi 2020:
10.1038/s41586-020-2598-9. [PubMed] [CrossRef] [GoogleScholar]

9. Carrasco Pro S., Sidney J., Paul S., Lindestam Arlehamn C., Weiskopf D.,
Peters B., Sette A. Generacion automatica de conjuntos de epitopos
especificos validados. J Inmunol Res. 2015;2015:763461. [Articulo gratuito
pmc][PubMed][GoogleScholar]



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7534589/bin/mmc5.xlsx
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7534589/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5165211/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5165211/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/27795421
https://scholar.google.com/scholar_lookup?journal=Journal+of+Virology&title=Interleukin-17A+Promotes+CD8++T+Cell+Cytotoxicity+To+Facilitate+West+Nile+Virus+Clearance&author=D.+Acharya&author=P.+Wang&author=A.M.+Paul&author=J.+Dai&author=D.+Gate&volume=91&publication_year=2016&
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21061432
https://scholar.google.com/scholar_lookup?journal=European+Journal+of+Immunology&title=Persistence+of+effector+memory+Th1+cells+is+regulated+by+Hopx&author=I.+Albrecht&author=U.+Niesner&author=M.+Janke&author=A.+Menning&author=C.+Loddenkemper&volume=40&publication_year=2010&pages=2993-3006&pmid=21061432&
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7392190/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7392190/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/32783920
https://scholar.google.com/scholar_lookup?journal=Immunity&title=Distinct+Early+Serological+Signatures+Track+with+Sars-Cov-2+Survival&author=C.+Atyeo&author=S.+Fischinger&author=T.+Zohar&author=M.D.+Slein&author=J.+Burke&volume=53&publication_year=2020&pages=524-532.e4&pmid=32783920&
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23479226
https://scholar.google.com/scholar_lookup?journal=J+Immunol&title=Antigen-reactive+T%C2%A0cell+enrichment+for+direct,+high-resolution+analysis+of+the+human+naive+and+memory+Th+cell+repertoire&author=P.+Bacher&author=C.+Schink&author=J.+Teutschbein&author=O.+Kniemeyer&author=M.+Assenmacher&volume=190&publication_year=2013&pages=3967-3976&pmid=23479226&
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/27773482
https://scholar.google.com/scholar_lookup?journal=Cell&title=Regulatory+T+Cell+Specificity+Directs+Tolerance+Versus+Allergy+against+Aeroantigens+in+Humans&author=P.+Bacher&author=F.+Heinrich&author=U.+Stervbo&author=M.+Nienen&author=M.+Vahldieck&volume=167&publication_year=2016&pages=1067-1078.e16&pmid=27773482&
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/30799037
https://scholar.google.com/scholar_lookup?journal=Cell&title=Human+Anti-Fungal+Th17+Immunity+and+Pathology+Rely+on+Cross-Reactivity+against+Candida+Albicans&author=P.+Bacher&author=T.+Hohnstein&author=E.+Beerbaum&author=M.+Rocker&author=M.G.+Blango&volume=176&publication_year=2019&pages=1340-1355.e15&pmid=30799037&
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3621097/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3621097/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23486778
https://scholar.google.com/scholar_lookup?journal=Sci+Transl+Med&title=Induction+of+ICOS+CXCR3+CXCR5++TH+cells+correlates+with+antibody+responses+to+influenza+vaccination&author=S.E.+Bentebibel&author=S.+Lopez&author=G.+Obermoser&author=N.+Schmitt&author=C.+Mueller&volume=5&publication_year=2013&pages=176ra32&
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/32726801
https://dx.doi.org/10.1038%2Fs41586-020-2598-9
https://scholar.google.com/scholar_lookup?journal=Nature&title=Sars-Cov-2-Reactive+T+Cells+in+Healthy+Donors+and+Patients+with+Covid-19&author=J.+Braun&author=L.+Loyal&author=M.+Frentsch&author=D.+Wendisch&author=P.+Georg&publication_year=2020&doi=10.1038/s41586-020-2598-9&
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4629045/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4629045/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26568965
https://scholar.google.com/scholar_lookup?journal=J+Immunol+Res&title=Automatic+Generation+of+Validated+Specific+Epitope+Sets&author=S.+Carrasco+Pro&author=J.+Sidney&author=S.+Paul&author=C.+Lindestam+Arlehamn&author=D.+Weiskopf&volume=2015&publication_year=2015&pages=763461&pmid=26568965&

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

Cheroutre H., Husain M.M. CD4 CTL: a la altura del desafio. Semin Immunol.
2013;25:273-281. [Articulo gratuito pmc][PubMed][GoogleScholar]

Conway J.R., Lex A., Gehlenborg N. UpSetR: un paquete R para la
visualizacién de conjuntos intersecantes y sus propiedades. Bioinformdtica.
2017;33:2938-2940. [Articulo gratuito pmc][PubMed][GoogleScholar]

Dan J.M., Havenar-Daughton C., Kendric K., Al-Kolla R., Kaushik K., Rosales
S.L., Anderson E.L., Larock C.N., Vijayanand P., Seumois G. Recurrent Group
A Streptococcus Tonsillitis es una enfermedad de inmunosusceptibilidad que
involucra deficiencia de anticuerpos y células tfh aberrantes. Sci Transl Med.
2019;11:Eaau3776. [Articulo gratuito pmc][PubMed][GoogleScholar]

Dhanda S.K., Vaughan K., Schulten V., Grifoni A., Weiskopf D., Sidney J.,
Peters B., Sette A. Desarrollo de una nueva herramienta de agrupacién en
clusteres para secuencias de péptidos lineales. Inmunologia. 2018;155:331—
345, [Articulo gratuito pmc][PubMed][GoogleScholar]

Dhanda S.K., Mahajan S., Paul S., Yan Z., Kim H., Jespersen M.C., Jurtz V.,
Andreatta M., Greenbaum J.A., Marcatili P. IEDB-AR: recurso de analisis de
bases de datos de epitopos inmunes en 2019. Acidos nucleicos Res.
2019;47(W1):W502—-W506. [Articulo gratuito pmc][PubMed][GoogleScholar]
Eschweiler S., Clarke J., Ramirez Suastegui C., Panwar B., Madrigal A., Chee
S., Karydis I., Woo E., Alzetani A, Elsheikh S. T Fr Cells Inhiben la inmunidad
antitumoral y responden al bloqueo del punto de control inmune. Ssrn. 2020
doi: 10.2139/Ssrn.3596586. [CrossRef] [GoogleScholar]

Finak G., McDavid A, Yajima M., Deng J., Gersuk V., Shalek A.K., Slichter
C.K., Miller H.W., McElrath M.J,, Prlic M. MAST: un marco estadistico flexible
para evaluar los cambios transcripcionales y caracterizar la heterogeneidad
en los datos de secuenciacion de ARN de una sola célula. Biol genoma.
2015;16:278. [Articulo gratuito pmc][PubMed][GoogleScholar]

Grifoni A., Weiskopf D., Ramirez S.l., Mateus J., Dan J.M., Moderbacher C.R,,
Rawlings S.A., Sutherland A., Premkumar L., Jadi Targets of T Cell Responses
to Sars-Cov-2 Coronavirus in Humans with Covid-19 Disease y Unexposed
Individuals. La celda. 2020;181:1489-1501.e15. [Articulo gratuito
pmc][PubMed][GoogleScholar]

Huang C.Y,, Lin Y.C., Hsiao W.Y,, Liao F.H., Huang P.Y., Tan T.H. DUSP4
deficiencia mejora la expresién CD25 y CD4 + proliferacion de células T sin
obstaculizar el desarrollo de células T. Eur J Immunol. 2012;42:476—

488. [Articulo gratuito pmc][PubMed][GoogleScholar]

Hughes C.E., Nibbs R.J.B. Una guia para las quimioquinas y sus

receptores. FEBS J. 2018;285:2944-2971. [Articulo gratuito
pmc][PubMed][GoogleScholar]

Jiang X., Bjorkstrom N.K., Melum E. Interaccion CD100-CD72 intacta
necesaria para la proliferaciéon de células T inducida por TCR. Inmunol
frontal. 2017;8:765. [Articulo gratuito pmc][PubMed][GoogleScholar]

Juno J.A., van Bockel D., Kent S.J., Kelleher A.D., Zaunders J.J., Munier C.M.
Cytotoxic CD4 T Cells-Friend or Foe durante la infeccidn viral? Inmunol
frontal. 2017;8:19. [Articulo gratuito pmc][PubMed][GoogleScholar]



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3886800/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24246226
https://scholar.google.com/scholar_lookup?journal=Semin+Immunol&title=CD4+CTL:+living+up+to+the+challenge&author=H.+Cheroutre&author=M.M.+Husain&volume=25&publication_year=2013&pages=273-281&pmid=24246226&
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5870712/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/28645171
https://scholar.google.com/scholar_lookup?journal=Bioinformatics&title=UpSetR:+an+R+package+for+the+visualization+of+intersecting+sets+and+their+properties&author=J.R.+Conway&author=A.+Lex&author=N.+Gehlenborg&volume=33&publication_year=2017&pages=2938-2940&pmid=28645171&
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6561727/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/30728285
https://scholar.google.com/scholar_lookup?journal=Sci+Transl+Med&title=Recurrent+Group+A+Streptococcus+Tonsillitis+Is+an+Immunosusceptibility+Disease+Involving+Antibody+Deficiency+and+Aberrant+Tfh+Cells&author=J.M.+Dan&author=C.+Havenar-Daughton&author=K.+Kendric&author=R.+Al-Kolla&author=K.+Kaushik&volume=11&publication_year=2019&pages=Eaau3776&pmid=30728285&
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6187223/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/30014462
https://scholar.google.com/scholar_lookup?journal=Immunology&title=Development+of+a+novel+clustering+tool+for+linear+peptide+sequences&author=S.K.+Dhanda&author=K.+Vaughan&author=V.+Schulten&author=A.+Grifoni&author=D.+Weiskopf&volume=155&publication_year=2018&pages=331-345&pmid=30014462&
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6602498/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/31114900
https://scholar.google.com/scholar_lookup?journal=Nucleic+Acids+Res&title=IEDB-AR:+immune+epitope+database-analysis+resource+in+2019&author=S.K.+Dhanda&author=S.+Mahajan&author=S.+Paul&author=Z.+Yan&author=H.+Kim&volume=47&issue=W1&publication_year=2019&pages=W502-W506&pmid=31114900&
https://dx.doi.org/10.2139%2FSsrn.3596586
https://scholar.google.com/scholar_lookup?journal=Ssrn&title=T+Fr+Cells+Inhibit+Anti-Tumor+Immunity+and+Are+Responsive+to+Immune+Checkpoint+Blockade&author=S.+Eschweiler&author=J.+Clarke&author=C.+Ramirez+Suastegui&author=B.+Panwar&author=A.+Madrigal&publication_year=2020&doi=10.2139/Ssrn.3596586&
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4676162/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26653891
https://scholar.google.com/scholar_lookup?journal=Genome+Biol&title=MAST:+a+flexible+statistical+framework+for+assessing+transcriptional+changes+and+characterizing+heterogeneity+in+single-cell+RNA+sequencing+data&author=G.+Finak&author=A.+McDavid&author=M.+Yajima&author=J.+Deng&author=V.+Gersuk&volume=16&publication_year=2015&pages=278&pmid=26653891&
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7237901/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7237901/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/32473127
https://scholar.google.com/scholar_lookup?journal=Cell&title=Targets+of+T+Cell+Responses+to+Sars-Cov-2+Coronavirus+in+Humans+with+Covid-19+Disease+and+Unexposed+Individuals&author=A.+Grifoni&author=D.+Weiskopf&author=S.I.+Ramirez&author=J.+Mateus&author=J.M.+Dan&volume=181&publication_year=2020&pages=1489-1501.e15&pmid=32473127&
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3517129/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22101742
https://scholar.google.com/scholar_lookup?journal=Eur+J+Immunol&title=DUSP4+deficiency+enhances+CD25+expression+and+CD4++T-cell+proliferation+without+impeding+T-cell+development&author=C.Y.+Huang&author=Y.C.+Lin&author=W.Y.+Hsiao&author=F.H.+Liao&author=P.Y.+Huang&volume=42&publication_year=2012&pages=476-488&pmid=22101742&
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6120486/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6120486/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/29637711
https://scholar.google.com/scholar_lookup?journal=FEBS+J&title=A+guide+to+chemokines+and+their+receptors&author=C.E.+Hughes&author=R.J.B.+Nibbs&volume=285&publication_year=2018&pages=2944-2971&pmid=29637711&
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5491939/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/28713384
https://scholar.google.com/scholar_lookup?journal=Front+Immunol&title=Intact+CD100-CD72+Interaction+Necessary+for+TCR-Induced+T+Cell+Proliferation&author=X.+Jiang&author=N.K.+Bj%C3%B6rkstr%C3%B6m&author=E.+Melum&volume=8&publication_year=2017&pages=765&pmid=28713384&
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5253382/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/28167943
https://scholar.google.com/scholar_lookup?journal=Front+Immunol&title=Cytotoxic+CD4%C2%A0T+Cells-Friend+or+Foe+during+Viral+Infection?&author=J.A.+Juno&author=D.+van+Bockel&author=S.J.+Kent&author=A.D.+Kelleher&author=J.J.+Zaunders&volume=8&publication_year=2017&pages=19&pmid=28167943&

22.

23.

24.

25.

26.

27,

28.

29.

30.

31.

32.

Kaneko N., Kuo H.-H., Boucau J., Farmer J.R., Allard-Chamard H., Mahajan
V.S., Piechocka-Trocha A., Lefteri K., Osborn M., Bals J. La pérdida de Bcl-6
expresando células auxiliares foliculares Ty la ausencia de centros
germinales en Covid-19. La celda. 2020;183:143-157. [Articulo gratuito
pmc][PubMed][GoogleScholar]

Korotkevich G., Sukhov V., Sergushichev A. Analisis rapido de
enriguecimiento del conjunto genético. BioRxiv. doi 2019:
10.1101/060012. [CrossRef] [GoogleScholar]

Koutsakos M., Wheatley A.K., Loh L., Clemens E.B., Sant S., Nussing S., Fox
A., Chung A.W., Laurie K.L., Hurt et al Circulating Tfh Cells, Serological
Memory y Tissue Compartmentalization Shape Human Influenza-Specific B
Cell Immunity. Sci Transl Med. 2018;10:Eaan8405. [PubMed] [GoogleScholar]
Le Bert N., Tan A.T., Kunasegaran K., Tham C.Y.L., Hafezi M., Chia A., Chng
M.H.Y., Lin M., Tan N., Linster M. SARS-CoV-2-specific T cell immunity in
cases of COVID-19 and SARS, y controles no infectados. La naturaleza.
2020;584:457-462. [PubMed] [GoogleScholar]

Lei Y., Takahama Y. XCL1 y XCR1 en el sistema inmunitario. Infectan
microbios. 2012;14:262—-267. [PubMed] [GoogleScholar]

Li H., Van Der Leun A.M., Yofe I., Lubling Y., Gelbard-Solodkin D., Van Akkooi
A.C.J., Van Den Braber M., Rozeman E.A., Haanen J., Blank C.U.
Dysfunctional Cd8 T Cells Forman un compartimento proliferante y
dinamicamente regulado dentro del melanoma humano. La celda.
2019;176:775-789.e18. [Articulo gratuito pmc][PubMed][GoogleScholar]
Locci M., Havenar-Daughton C., Landais E., Wu J., Kroenke M.A., Arlehamn
C.L., Su L.F., Cubas R., Davis M.M., Sette A., International AIDS Vaccine
Initiative Protocol C Principal Investigators Human circulating PD-1+CXCR3-
CXCR5+ memory Tfh cells son altamente funcionales y neutralizan con
respuestas ampliamente anticuerpos contra el VIH. Inmunidad.
2013;39:758-769. [Articulo gratuito pmc][PubMed][GoogleScholar]

Ma W.T,, Yao X.T., Peng Q., Chen D.K. Las funciones protectoras y patdégenas
de laIL-17 en infecciones virales: éamigo o enemigo? Abre Biol.
2019;9:1901089. [Articulo gratuito pmc][PubMed][GoogleScholar]

Meckiff B.J., Ladell K., McLaren J.E., Ryan G.B., Leese A.M., James E.A., Price
D.A,, Long H.M. Infeccidn primaria por EBV induce una onda aguda de
células citotodxicas citotdxicas especificas de antigenoatvados J Immunol.
2019;203:1276-1287. [Articulo gratuito pmc][PubMed][GoogleScholar]
O'Neill R.E., Du W., Mohammadpour H., Algassim E., Qiu J., Chen G.,
McCarthy P.L., Lee K.P., Cao X. T Derivado de células CD70 ofrece una
funcién de punto de control inmune en respuestas inflamatorias de células
T.JImmunol. 2017;199:3700-3710. [Articulo gratuito
pmc][PubMed][GoogleScholar]

Omilusik K.D., Best J.A., Yu B., Goossens S., Weidemann A., Nguyen J.V.,
Seuntjens E., Stryjewska A., Zweier C., Roychoudhuri R. El represor
transcripcional ZEB2 promueve la diferenciacion terminal de las poblaciones



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7437499/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7437499/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/32877699
https://scholar.google.com/scholar_lookup?journal=Cell&title=The+Loss+of+Bcl-6+Expressing+T+Follicular+Helper+Cells+and+the+Absence+of+Germinal+Centers+in+Covid-19&author=N.+Kaneko&author=H.-H.+Kuo&author=J.+Boucau&author=J.R.+Farmer&author=H.+Allard-Chamard&volume=183&publication_year=2020&pages=143-157&pmid=32877699&
https://dx.doi.org/10.1101%2F060012
https://scholar.google.com/scholar_lookup?journal=BioRxiv&title=Fast+gene+set+enrichment+analysis&author=G.+Korotkevich&author=V.+Sukhov&author=A.+Sergushichev&publication_year=2019&doi=10.1101/060012&
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/29444980
https://scholar.google.com/scholar_lookup?journal=Sci+Transl+Med&title=Circulating+Tfh+Cells,+Serological+Memory,+and+Tissue+Compartmentalization+Shape+Human+Influenza-Specific+B+Cell+Immunity&author=M.+Koutsakos&author=A.K.+Wheatley&author=L.+Loh&author=E.B.+Clemens&author=S.+Sant&volume=10&publication_year=2018&pages=Eaan8405&pmid=29444980&
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/32668444
https://scholar.google.com/scholar_lookup?journal=Nature&title=SARS-CoV-2-specific+T%C2%A0cell+immunity+in+cases+of+COVID-19+and+SARS,+and+uninfected+controls&author=N.+Le+Bert&author=A.T.+Tan&author=K.+Kunasegaran&author=C.Y.L.+Tham&author=M.+Hafezi&volume=584&publication_year=2020&pages=457-462&pmid=32668444&
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22100876
https://scholar.google.com/scholar_lookup?journal=Microbes+Infect&title=XCL1+and+XCR1+in+the+immune+system&author=Y.+Lei&author=Y.+Takahama&volume=14&publication_year=2012&pages=262-267&pmid=22100876&
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7253294/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/30595452
https://scholar.google.com/scholar_lookup?journal=Cell&title=Dysfunctional+Cd8%C2%A0T+Cells+Form+a+Proliferative,+Dynamically+Regulated+Compartment+within+Human+Melanoma&author=H.+Li&author=A.M.+Van+Der+Leun&author=I.+Yofe&author=Y.+Lubling&author=D.+Gelbard-Solodkin&volume=176&publication_year=2019&pages=775-789.e18&pmid=30595452&
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3996844/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24035365
https://scholar.google.com/scholar_lookup?journal=Immunity&title=Human+circulating+PD-1+CXCR3-CXCR5++memory+Tfh+cells+are+highly+functional+and+correlate+with+broadly+neutralizing+HIV+antibody+responses&author=M.+Locci&author=C.+Havenar-Daughton&author=E.+Landais&author=J.+Wu&author=M.A.+Kroenke&volume=39&publication_year=2013&pages=758-769&pmid=24035365&
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6685926/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/31337278
https://scholar.google.com/scholar_lookup?journal=Open+Biol&title=The+protective+and+pathogenic+roles+of+IL-17+in+viral+infections:+friend+or+foe?&author=W.T.+Ma&author=X.T.+Yao&author=Q.+Peng&author=D.K.+Chen&volume=9&publication_year=2019&pages=190109&pmid=31337278&
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6697742/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/31308093
https://scholar.google.com/scholar_lookup?journal=J+Immunol&title=Primary+EBV+Infection+Induces+an+Acute+Wave+of+Activated+Antigen-Specific+Cytotoxic+CD4++T+Cells&author=B.J.+Meckiff&author=K.+Ladell&author=J.E.+McLaren&author=G.B.+Ryan&author=A.M.+Leese&volume=203&publication_year=2019&pages=1276-1287&pmid=31308093&
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5687300/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5687300/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/29046346
https://scholar.google.com/scholar_lookup?journal=J+Immunol&title=T+Cell-Derived+CD70+Delivers+an+Immune+Checkpoint+Function+in+Inflammatory+T+Cell+Responses&author=R.E.+O%E2%80%99Neill&author=W.+Du&author=H.+Mohammadpour&author=E.+Alqassim&author=J.+Qiu&volume=199&publication_year=2017&pages=3700-3710&pmid=29046346&

33.

34,

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41,

42,

43.

de células T de memoria y efector CD8+ durante la infeccion. J Exp Med.
2015;212:2027-2039. [Articulo gratuito pmc][PubMed][GoogleScholar]

Patil V.S., Madrigal A., Schmiedel B.J., Clarke J., O'rourke P., De Silva A.D.,
Harris E., Peters B., Seumois G., Weiskopf D., Sette A., Vijayanand P.
Precursores de Linfocitos T citotdxicos humanos cd4(+) identificados por el
analisis de transcriptomas unicelulares. Inmunol sci.

2018;3:Eaan8664. [Articulo gratuito pmc][PubMed][GoogleScholar]

Paul S., Lindestam Arlehamn C.S., Scriba T.J., Dillon M.B., Oseroff C., Hinz D.,
McKinney D.M., Carrasco Pro S., Sidney J., Peters B., Sette A. Desarrollo y
validacién de un amplio esquema para la prediccién de epitopos celulares T
restringidos clase Il de HLA. Métodos de inmunodemundo J. 2015;422:28—
34. [Articulo gratuito pmc][PubMed][GoogleScholar]

Paul S., Sidney J., Sette A., Peters B. Tepitool: Una tuberia para la prediccion
computacional de los candidatos a epitopos de células T. Inmunol Curr
Protoc. 2016;114:18.19.1-18.19.24. [Articulo gratuito
pmc][PubMed][GoogleScholar]

Piazza F., Costoya J.A., Merghoub T., Hobbs R.M., Pandolfi P.P. Interrupcién
del PLZP en ratones conduce a una mayor proliferacion de linfocitos T,
produccién de citoquinas y homeostasis alterada de células madre
hematopoyéticas. Biol de células ardientes. 2004;24:10456—10469. [Articulo
gratuito pmc][PubMed][GoogleScholar]

Rudensky A.Y. Células T reguladoras y Foxp3. Inmunol Rev. 2011;241:260—-
268. [Articulo gratuito pmc][PubMed][GoogleScholar]

Sallusto F. Heterogeneidad de células T CD4(+) humanas contra

microbios. Annu Rev Immunol. 2016;34:317-334. [PubMed] [GoogleScholar]
Schmiedel B.J., Singh D., Madrigal A., Valdovino-Gonzalez A.G., White B.M.,,
Zapardiel-Gonzalo J., Ha B., Altay G., Greenbaum J.A., Mcvicker G., Seumois
G., Rao A, Kronenberg M., Peters B., Vijayan y P. Impacto de polimorfismos
genéticos en la expresion genética de células inmunes humanas. La celda.
2018;175:1701-1715.e16. [Articulo gratuito pmc][PubMed][GoogleScholar]
Seder R.A., Darrah P.A., Roederer M. Calidad de células T en memoriay
proteccion: implicaciones para el disefio de la vacuna. Nat Rev Immunol.
2008;8:247-258. [PubMed] [GoogleScholar]

Sekine T., Perez-Potti A., Rivera-Ballesteros O., Stralin K., Gorin J.-B., Olsson
A., Llewellyn-Lacey S., Kamal H., Bogdanovic G., Muschiol S. Robust T Cell
Immunity in Convalescent Individuals with Asymptomatic o Mild Covid-

19. La celda. 2020;183:158-168.e14. [Articulo gratuito
pmc][PubMed][GoogleScholar]

Shin H.M., Kapoor V.N., Kim G., Li P., Kim H.R., Suresh M., Kaech S.M.,
Wherry E.J., Selin L.K., Leonard W.J. Expresién transitoria de ZBTB32 en
células T CD8+ antivirales limita la magnitud de la respuesta del efectory la
generacion de memoria. PLoS Pathog. 2017;13:e1006544. [Articulo gratuito
pmc][PubMed][GoogleScholar]

Smits M., Zoldan K., Ishaque N., Gu Z., Jechow K., Wieland D., Conrad C,, Eils
R., Fauvelle C., Baumert T.F. Follicular T helper cells dan forma al repertorio




44,

45,

46.

47,

48

49,

50.

51.

52.

53.

de células T CD4+ especifico del VHC después de la eliminacién del virus. J
Clin Invest. 2020;130:998-1009. [Articulo gratuito
pmc][PubMed][GoogleScholar]

Somerville T.D.D., Xu Y., Wu X.S., Maia-Silva D., Hur S.K., de Almeida L.M.N.,
Preall J.B., Koo P.K., Vakoc C.R. ZBED2 es antagonista del factor regulador de
interferén 1 y modifica la identidad celular en el cancer de pancreas. Proc
Natl Acad Sci USA. 2020;117:11471-11482. [Articulo gratuito
pmc][PubMed][GoogleScholar]

Stuart T., Butler A., Hoffman P., Hafemeister C., Papalexi E., Mauck W.M.,
39, Hao Y., Stoeckius M., Smibert P., Satija R. Integracidn Integral de Datos
unicelulares. La celda. 2019;177:1888-1902 E21. [Articulo gratuito
pmc][PubMed][GoogleScholar]

Tay M.Z., Poh C.M., Rénia L., MacAry P.A., Ng L.F.P. La trinidad del COVID-
19: inmunidad, inflamacién e intervencién. Nat Rev Immunol. 2020;20:363—
374. [Articulo gratuito pmc][PubMed][GoogleScholar]

Thevarajan ., Nguyen T.H.O., Koutsakos M., Druce J., Caly L., van de Sandt
C.E., Jia X., Nicholson S., Catton M., Cowie B. Amplitud de respuestas
inmunes concomitantes antes de la recuperacién del paciente: un informe
de casos de COVID-19 no grave. Nat Med. 2020;26:453-455. [Articulo
gratuito pmc][PubMed][GoogleScholar]

. Thieme C., Anft M., Paniskaki K., Blazquez Navarro A., Doevelaar A., Seibert

F.S., Hoelzer B., Konik M.J., Brenner T., Tempfer C. La inmunidad a las células
T Sars-Cov-2 se dirige contra la proteina de espiga, membranay
nucleocapsidos y se asocia con la gravedad de Covid 19. Ssrn. 2020 doi:
10.2139/Ssrn.3606763. [CrossRef] [GoogleScholar]

Thommen D.S., Schumacher T.N. Disfuncién celular en el cancer. Célula
cancerosa. 2018;33:547-562. [Articulo gratuito
pmc][PubMed][GoogleScholar]

Trapnell C., Cacchiarelli D., Grimsby J., Pokharel P., Li S., Morse M., Lennon
N.J., Livak K.J., Mikkelsen T.S., Rinn J.L. La dindmica y los reguladores de las
decisiones sobre el destino celular se revelan mediante el orden
pseudotemporal de células individuales. Nat Biotechnol. 2014;32:381—

386. [Articulo gratuito pmc][PubMed][GoogleScholar]

Vabret N., Britton G.J., Gruber C., Hegde S., Kim J., Kuksin M., Levantovsky
R., Malle L., Moreira A., Park M.D., Proyecto de Revisidn de Inmunologia del
Sinai Inmunologia del COVID-19: Estado actual de la Ciencia. Inmunidad.
2020;52:910-941. [Articulo gratuito pmc][PubMed][GoogleScholar]

Wang X., Chan C.C., Yang M., Deng J., Poon V.K.,, Leung V.H., Ko K.H., Zhou J.,
Yuen K.Y., Zheng B.J., Lu L. Un papel critico de il-17 en la modulacién de la
respuesta de células B durante la infeccidn por el virus de la gripe

H5N1. Inmunol de mol celular. 2011;8:462-468. [Articulo gratuito
pmc][PubMed][GoogleScholar]

Wang X., Sumida H., Cyster J.G. GPR18 es necesario para un compartimento
normal de linfocitos intraepitheliales intestinales CD8aaa. J Exp Med.
2014;211:2351-2359. [Articulo gratuito pmc][PubMed][GoogleScholar]




54.

55.

56.

Weiskopf D., Bangs D.J., Sidney J., Kolla R.V., De Silva A.D., de Silva A.M.,
Crotty S., Peters B., Sette A. Infeccidn por el virus del dengue provoca
células T CX3CR1+ citotdxicas altamente polarizadas asociadas con
inmunidad protectora. Proc Natl Acad Sci USA. 2015;112:E4256—-

E4263. [Articulo gratuito pmc][PubMed][GoogleScholar]

Weiskopf D., Cerpas C., Angelo M.A., Bangs D.J., Sidney J., Paul S., Peters B.,
Sanches F.P., Silvera C.G., Costa P.R. Human CD8+ T-Cell Responses Against
the 4 Dengue Virus Serotypes estan asociados con patrones distintos de
dianas proteicas. J Infect Dis. 2015;212:1743-1751. [Articulo gratuito
pmc][PubMed][GoogleScholar]

Xie M.M., Fang S., Chen Q., Liu H., Wan J., Dent A.L. Las células T foliculares
reguladoras inhiben el desarrollo de células T foliculares que expresan
granzima B. JCl Insight. 2019;4:E128076. [Articulo gratuito
pmc][PubMed][GoogleScholar]




