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Resumen 

Gráficamente abstracto 
y: 

Introducción 

La enfermedad por coronavirus 2019 (COVID-19) está causando una mortalidad, 
morbilidad y trastornos sociales sustanciales ( Tay et al., 2020 ;  Vabret et al., 2020 ), y las vacunas y 
terapias eficaces pueden tardar varios meses o años en estar disponibles. Un 
número sustancial de pacientes se enferma potencialmente mortal y los 
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mecanismos responsables de causar el síndrome 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 patógenas en COVID-19 ( Vabret et al., 2020 ). Este 
conocimiento puede ayudar a diseñar 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 citotóxicas CD8 + , las células NK y las células 
B o mediante la destrucción directa de las células infectadas ( Sallusto, 2016 ). Estudios 
recientes en pacientes con COVID-19 han verificado la presencia de 
células T CD4 + que son reactivas al SARS-CoV-2 ( 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 
que responden al SARS-CoV-2 y los roles que estos subconjuntos juegan en la 
conducción de respuestas inmunes protectoras o patógenas siguen siendo difíciles 
de alcanzar. Aquí, 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. 

y: 

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 antígeno (ARTE) ( Bacher et al., 2013 , 2016 , 2019 ;  Schmiedel et al. , 2018 ) que se basa en 
la estimulación 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 proteínas de la espiga y la membrana del SARS-CoV-2 
(ver Métodos STAR ;  Thieme et al., 2020 ). Después de la estimulación in vitro , 
CD4 + reactivo al SARS-CoV-2 Los linfocitos T de memoria se aislaron basándose en 
la expresión 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 activación en la sangre ( Braun et al., 2020 ;  Thevarajan et al., 

2020 ); Tales células T CD4 + , presumiblemente activadas in vivo por antígenos virales 
del SARS-CoV-2 endógenos, también se capturaron durante el ensayo ARTE, lo que 
nos permitió estudiar una gama completa de subconjuntos de células T CD4 + 

que 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 más leve;  Figuras 1A y 1B 
y Tablas S1 A y S1 B). Además de expresar CD154 y CD69, CD4 + reactivo al SARS-
CoV-2 clasificado las células T coexpresaron otros marcadores de superficie celular 
relacionados con la activación como CD38, CD137 (4-1BB), CD279 (PD-1) y HLA- DR 
(Figuras 1C y yS1BS1B y Tabla S1 C). 
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Abrir en una ventana separada 

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 dispersión por tamaño de linfocitos, 
células individuales (dispersión directa de altura versus área (FSC)), en 
vivo, memoria CD3 + CD4 + (CD45RA + CCR7 + células naive excluidas) células 
CD154 + CD69 + activadas . La expresión superficial de los marcadores de activación se 
analizó en la memoria CD4 + T . 

(B) Gráficos representativos de FACS (izquierda) que muestran la expresión de superficie 
de PD-1 y CD38 en células T CD4 + de memoria ex vivo y en células T CD4 + 

de memoria CD154 + CD69 + después de 6 h de estimulación, 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 estimulación y post-enriquecimiento 
(CD154-based) en 17 hospitalizados y 18 COVID-19 pacientes no hospitalizados. (Derecha) 
Gráfico que muestra el número total de células T CD154 + CD69 + de memoria 
CD4 + clasificadas por millón de PBMC; los datos son la media ± SEM. 

(C) Gráficos representativos de FACS que muestran la tinción de la superficie de CD154 y 
CD69 en células T CD4 + de 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 estimulación con megapools de 
virus individuales (preenriquecimiento); los datos son la media ± SEM. 

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

(E) Gráficos representativos de FACS que muestran la tinción de la superficie de CD154 en 
células T CD4 + de memoria estimuladas con el megapool de influenza, después del 
enriquecimiento (basado en CD154), en sujetos sanos antes y / o después de la vacunación 
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Abrir en una ventana separada 
Figura 1 

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

(A) Resumen del estudio. 

(B) Gráficos representativos de FACS que muestran la tinción 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 número de celdas 
ordenadas (derecha); los datos son la media ± SEM. 
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(C) Gráficos de FACS representativos (izquierda) que muestran la expresión de superficie 
de CD137 (4-1BB) y HLA-DR en células T CD4 + de memoria ex vivo (sin estimulación in vitro ) 
y en células T CD4 + de memoria CD154 + CD69 + después de la estimulación , 
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 (Braunet al., 2020; Grifoni et al., 2020;  Le Bert et al., 2020). Para 
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 respondían a grupos de péptidos SARS-CoV-2 de 4 sujetos con mayor 
frecuencia de respuesta (Figuras1Ay  S1CY S1 D). A continuación, para definir 
lossubconjuntos de células CD4+ T y 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 específicos de la proteína 
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 vacunación contra la gripe (Figuras1A,  A,S1D,S1D yS1E y Tablas S1D 

yS1E). Lascélulas CD4+  T que responden a grupos de péptidos específicos de otros 
virus respiratorios comunes como la parainfluenza humana (HPIV) y el 
metapneumovirus humano (HMPV) también fueron aisladas de sujetos sanos 
(FiguraS1C y  Tablas S1  D y S1F). En total, interrogamos el transcriptoma y la 
secuencia de TCR de> 100.000 células T CD4  + reactiva un virus de 53 sujetos 
(Figuras1A,  A, S2 A,S2  A, y S2B y Tablas S2 A – S2E). 
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Abrir en una ventana separada 
Figura S2 

Las células T CD4 + reactivas al SARS-CoV-2 están enriquecidas para células T FH y CD4-CTL, 
relacionadas conFigura 2 

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

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

(C) Los gráficos de anillos muestran la proporción de células T CD4 + reactivas a virus 
individuales por grupo para diferentes virus. Se resaltan los grupos notables. 
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(D) Gráficos de violín que muestran patrones de enriquecimiento de T H 17, respuesta de 
IFN, T FH y firmas de genes CD4-CTL para cada grupo. El color indica la puntuación media de 
la firma de las células dentro de un grupo. 

(E) Gráficos de violín que muestran el nivel de expresión normalizado (log 2 (CPM + 1)) de 
las transcripciones de marcadores T H 1, T H 17, respuesta IFN, T FH y CD4-CTL seleccionados 
en grupos designados en comparación con una agregación de células restantes ( 
Descansar). El color indica el porcentaje de células que expresan la transcripción indicada. 

(F) Diagrama de dispersión que muestra el nivel de co-expresión (log 2 (CPM + 1)) 
de IL2 y TNF transcripciones en IFNG expresando, memoria virus reactiva CD4 + células T en 
el grupo 1. Los números indican el porcentaje de células en cada cuadrante. 

(G) Análisis de enriquecimiento de conjuntos de genes (GSEA) para T H 17, respuesta de 
IFN, ciclo celular, genes de firma de T FH y CD4-CTL en un grupo dado en comparación con 
el resto de las células;  ∗ p <0,05;  ∗∗∗ p <0,01;  ∗∗∗ p <0,001. 

Las células T CD4 + reactivas al SARS-CoV-2 están enriquecidas para células T FH y 
CD4-CTL 

El análisis de los transcriptomas unicelulares de todos los 
linfocitos T CD4 + reactivos a virus de todos los sujetos reveló 13 subconjuntos de 
linfocitos T CD4 + que se agrupaban de forma distinta, lo que reflejaba sus perfiles 
transcripcionales únicos (Figuras 2 A – 2D y Tabla S2 F). Sorprendentemente, varios 
grupos estaban dominados por células reactivas a virus particulares (Figuras 2B y y 
S2C). S2C). Por ejemplo, la gran mayoría de las células de los grupos 1 y 10 eran 
reactivas a la gripe (> 65%), mientras que las células de los grupos 0, 5, 6, 7 y 12 
estaban formadas principalmente por células CD4 + T reactivas al SARS-CoV-
2. células (> 70%) de pacientes con COVID-19 (Figuras 2B y 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 ningún virus dado (Figuras 2B y y S2C). 
S2C). Estos hallazgos sugieren que distintas infecciones virales 
generan subconjuntos de células T CD4 + con distintos programas de transcripción, 
aunque el momento de la encuesta (enfermedad aguda versus infección pasada) 
también contribuirá 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 características compartidas 
por el otro. 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7534589/figure/fig2/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7534589/#mmc1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7534589/figure/fig2/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7534589/figure/figs2/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7534589/figure/figs2/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7534589/figure/figs2/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7534589/figure/fig2/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7534589/figure/figs2/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7534589/figure/figs2/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7534589/figure/fig2/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7534589/figure/figs2/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7534589/figure/figs2/
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_gr2_lrg.jpg


 

Abrir en una ventana separada 
Figura 2 

Las células T CD4 + reactivas al SARS-CoV-2 están enriquecidas para células T FH y CD4-CTL 

(A) Los transcriptomas de células individuales de células T CD154 + CD69 + de memoria 
CD4 + clasificadas después de 6 h de estimulación con megapools de péptidos específicos 
de virus se muestran mediante aproximación y proyección múltiple uniforme 
(UMAP). Agrupación basada en Seurat de 102.230 células coloreadas según el tipo de 
agrupación. 

(B) UMAP que muestran células T CD4 + de memoria para condiciones de estimulación de 
megapool específicas 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 expresión de las transcripciones enriquecidas más 
significativamente en cada grupo (consulte la Tabla S2 F). Análisis del gen marcador de 
Seurat (comparación del grupo de interés con todas las demás células). Las 200 
transcripciones superiores se muestran basándose 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 
transcripción seleccionada entre dos grupos de células comparados. 

(D) El gráfico muestra la expresión promedio (escala de colores) y el porcentaje de células 
que expresan (escala de tamaño) para las transcripciones de genes marcadores 
seleccionados en cada grupo. 

(E) Gráficos de violín que muestran el nivel de expresión normalizado (log 2 (CPM + 1)) de 
las transcripciones de los marcadores T FH (arriba), T H 1 (medio) y T H 17 (abajo) en grupos 
designados en comparación con una agregación de los restantes células (descanso). El 
color indica el porcentaje de células que expresan la transcripción indicada. 

(F) UMAP que muestra las puntuaciones de firma de respuesta de T FH , CD4-CTL, T H 17 e 
interferón (IFN) para cada célula. 

Ver también Figura S2y Tabla S2 . 

Los grupos enriquecidos con linfocitos T CD4 + reactivos a la gripe (grupos 1 y 10) 
mostraron características sugestivas de linfocitos T auxiliares (T H ) 
1 polifuncionales que se han asociado con respuestas inmunitarias antivirales 
protectoras ( Seder et al., 2008 ). Tales características incluyen la expresión de 
transcripciones que codifican las citocinas vinculadas a la polifuncionalidad como 
IFN-γ, IL-2 y TNFα, y varias otras citocinas y quimiocinas como IL-3, CSF2, IL-23A y 
CCL20 (Figuras 2D, 2E, 2E, S2E,S2E y S2F). Las células T CD4 + reactivas al SARS-CoV-
2 estaban subrepresentadas en estos grupos (grupo 1 y 10, <2%) en comparación 
con las células reactivas con FLU (> 70%) o las células reactivas con HMPV y HPIV (~ 
5% –20%) (Figura S2C). Además, SARS-CoV-2-reactivos CD4 + células T en el grupo 1 
expresaron niveles significativamente más bajos de IFNG y IL2 transcripciones 
cuando se compara con células FLU-reactiva ( Tabla S2 G). Juntos, estos datos 
sugirieron una falla en la generación de células T H 1 polifuncionales robustas en la 
infección por SARS-CoV-2. También se observó un patrón similar en las células 
T CD4 + reactivas al SARS-CoV-2 de sujetos sanos no expuestos (Figuras 2B y y 
S2C)S2C) pero no para los linfocitos T CD4 + reactivos al VPH o al HMPV , lo que 
sugiere que el defecto en la generación de linfocitos T H 1 polifuncionales puede ser 
una característica común de los coronavirus, aunque se realizarán estudios 
adicionales que analicen específicamente los linfocitos T CD4 + reactivos al VHC en 
individuos sanos. se le pedirá que verifique esto. 

Otros grupos que estaban relativamente subrepresentados para las células 
T CD4 + reactivas al SARS-CoV-2 incluían los grupos 2 y 8, que estaban enriquecidos 
en genes de firma T H 17, con el grupo 2 altamente enriquecido para células que 
expresan transcripciones de IL17A e IL17F , lo que 
representa células T H 17 auténticas (Figuras 2B – 2F y y S2C – S2ES2C – S2E y Tabla 
S2 F). Las células T H 17 se han asociado con respuestas inmunitarias protectoras en 
ciertos modelos de infecciones virales ( Acharya et al., 2016 ;  Wang et al., 2011 ); sin embargo, en 
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otros contextos se ha demostrado que promueven la patogénesis de enfermedades 
virales ( Acharya et al., 2016 ;  Ma et al., 2019 ). Por lo tanto, la relevancia funcional de 
una respuesta T H 17 deteriorada en COVID-19 no está clara y requiere más 
investigación. 

Los grupos que se distribuyeron uniformemente en todas las 
células T CD4 + específicas del virus incluyen los grupos 3 y 4. El grupo 3 mostró un 
perfil transcripcional consistente con el enriquecimiento de genes de respuesta 
al interferón (IFN) ( IFIT3 , IFI44L , ISG15 , MX2 , OAS1 ) y el grupo 4 se enriqueció 
para las transcripciones CCR7 , IL7R y TCF7 , que probablemente representan el 
subconjunto de células T CD4 + de memoria central (Figuras 2B – 2F y y S2C – S2ES2C 
– S2E y Tabla S2 F). El grupo 12, que expresó altos niveles de transcripciones 
vinculadas a los genes del ciclo celular MKI67 y CDK1 , también contenía una gran 
proporción de células T CD4 + reactivas al SARS-CoV-2 (Figuras 2B – 2D), indicativo 
de células en proliferación activa que responden a los antígenos del SARS-CoV-2. El 
grupo 6, también dominado por células T CD4 + reactivas al SARS-CoV-2 , se 
caracterizó por altos niveles 
de transcripciones de PRF1 , GZMB , GZMH , GNLY y NKG7 , que codifican moléculas 
vinculadas a la citotoxicidad ( Patil et al., 2018).  ) (Figuras 2B – 2F y y S2C – S2ES2C – S2E 
y Tabla S2 F). El análisis de enriquecimiento del conjunto de genes (GSEA) mostró 
un enriquecimiento positivo significativo de los genes característicos 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 + citotóxicas (CD4-CTL). 

Los conglomerados 0, 5 y 7, que estaban colocalizados en la gráfica de 
aproximación y proyección 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 función de las células auxiliares foliculares T (T FH ) 
( CXCL13 , IL21 , CD200 , BTLA y POU2AF1 ) ( Locci et al., 2013 ) (Figuras 2B – 2F y y S2C – 
S2ES2C – S2E y Tabla S2 F). GSEA independiente mostró un enriquecimiento 
positivo significativo de genes de firma T FH en estos grupos, lo que confirma que las 
células en estos grupos representan células T FH circulantes (Figura S2G y Tabla 
S2 H). Las células T FH auténticas residen en el centro germinal; sin embargo, se han 
descrito células T FH en la sangre donde se ha informado un mayor número 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 FH reactiva al 
SARS-CoV-2 observado en pacientes con COVID-19 es consistente con los informes 
publicados sobre infecciones agudas. En general, nuestro análisis transcriptómico 
unicelular reveló diferencias sustanciales en la naturaleza de CD4 + Las respuestas 
de las células T a las infecciones virales y resaltan los subconjuntos que están 
específicamente 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 continuación, 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 comparación 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, mostró que los pacientes con 
una mayor proporción de células T FH en el grupo 0 se agruparon de forma distinta 
de aquellos con mayores proporciones de células T FH 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 FH (grupo 0, 5 y 7) no fue significativamente diferente entre los 
pacientes con COVID-19 hospitalizados y no hospitalizados (figura 3B). Sin 
embargo, la proporción relativa de células T FH en el grupo 5 fue significativamente 
mayor en los pacientes hospitalizados (enfermedad grave) en comparación con los 
pacientes no hospitalizados (enfermedad leve), y se observó lo contrario para la 
proporción de células T FH en el grupo 0 (Figuras 3C y y S3 AS3 A y Tabla S2 B). Este 
patrón se mantuvo independientemente de si las muestras de los pacientes se 
analizaron temprano (<3 semanas desde el inicio de los síntomas) o más tarde (> 3 
semanas) en el curso de la enfermedad (Figura S3B). En particular, la proporción 
de células T FH en el grupo 7 no fue significativamente diferente entre pacientes con 
COVID-19 hospitalizados y no hospitalizados (Figura S3C). 
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Abrir en una ventana separada 
figura 3 

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

(A) Agrupación 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 
estimulación con péptidos de 6 h. No se representan los clústeres con menos del 5% del 
conjunto de datos total. El sexo y el estado de hospitalización por paciente se indican 
mediante diferentes esquemas de color sobre el mapa de calor. 

(B) Porcentaje de células T FH (grupos 0, 5 y 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 
significación de las comparaciones se calculó mediante la prueba U de Mann-
Whitney; ns,  valor de p no significativo  . 

(C) Proporción de células de los grupos 5 y 0 en células T FH reactivas al SARS-CoV-2 (grupos 
0, 5 y 7) en pacientes con COVID-19 no hospitalizados y hospitalizados .  Los datos son la 
media ± SEM; la significación de las comparaciones se calculó mediante la prueba U de 
Mann-Whitney;  ∗∗∗∗ p <0,0001. 

(D) Gráficos de violín que muestran el nivel de expresión normalizado (log 2 (CPM + 1)) de 
las transcripciones de ZBTB32 y ZBED2 en células reactivas con SARS-CoV-2 de los grupos 0, 
5 y 7 (parte superior); el color indica el porcentaje de células que expresan la transcripción 
indicada. Los siguientes gráficos muestran la expresión promedio y el porcentaje de células 
que expresan transcripciones seleccionadas en los grupos indicados. 

(E) Diagrama de dispersión que muestra el nivel de coexpresión normalizado (log 2 (CPM + 
1)) entre las transcripciones de PRF1 y GZMB en células reactivas con SARS-CoV-2 
presentes en los grupos 5 (izquierda) y 0 (derecha). Los números indican el porcentaje de 
células en cada cuadrante. 

(F) Correlación entre el porcentaje de células CD4 + T FH reactivas al SARS-CoV-2 y los títulos 
de anticuerpos S1 / S2 en 15 pacientes con COVID-19 no hospitalizados (izquierda) y 20 
hospitalizados (derecha). El coeficiente de correlación ry el valor P relacionado se 
calcularon utilizando la correlación de Spearman;  ∗ p <0,05. 

(G) Correlación entre el porcentaje de células CD4 + T FH reactivas al SARS-CoV-2 que 
forman el grupo 5 como una frecuencia de títulos de anticuerpos CD4 + T FH y S1 / 
S2 totales (dos gráficos de la izquierda) y el intervalo entre el inicio de los síntomas y la 
extracción de sangre (dos parcelas a la derecha) en 15 pacientes con COVID-19 no 
hospitalizados y 20 hospitalizados (izquierda). El coeficiente de 
correlación ry el valor P relacionado se calcularon utilizando la correlación de Spearman;  
∗∗ p <0,01;  ∗∗∗ p <0,001; ns,  valor de p no significativo  . 

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

Ver también Figura S3y Tabla S3 . 
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Abrir en una ventana separada 
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) Proporción de células del grupo 5 en células T FH citotóxicas reactivas al SARS-CoV-
2 (grupo 0, 5 y 7) en pacientes con COVID-19 no hospitalizados y hospitalizados que 
proporcionaron muestras de sangre en menos de 21 días (izquierda) y más de 21 días 
(derecha) después de la aparición de los síntomas .  Los datos son la media ± SEM; la 
significación de las comparaciones se calculó mediante la prueba U de Mann-Whitney;  ∗∗ p 
<0,01;  ∗∗∗ p <0,001. 

(C) Proporción de células del grupo 7 en células T FH 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 calculó usando la prueba U de Mann-Whitney; ns 
identifica el valor de P no significativo . 

(D) Gráfico de volcán que muestra genes expresados diferencialmente entre células 
T CD4 + reactivas al SARS-CoV-2 en el grupo 5 frente al grupo 0. 

(E) Gráficos de violín que muestran el nivel de expresión (log 2 (CPM + 1)) de 
las transcripciones de PRF1 y GZMB en células de los grupos 0, 5 y 7. 

(F) Diagrama de dispersión que muestra el nivel de coexpresión (log 2 (CPM + 1)) de 
las transcripciones de PRF1 y GZMB en células reactivas con SARS-CoV-2 presentes en el 
grupo 7. Los números indican el porcentaje de células en cada cuadrante. 

(G) Concentración de anticuerpos S1 / S2 en la circulación de 22 pacientes COVID-19 
hospitalizados y 16 hospitalizados no hospitalizados. Los datos son la media ± SEM; la 
significación de las comparaciones se calculó mediante la prueba U de Mann-Whitney; ∗ p 
<0,05. 

(H) Correlación entre el porcentaje de células CD4 + T FH reactivas al SARS-CoV-2 que 
forman el grupo 0 como una frecuencia del total de células CD4 + T FH y títulos de 
anticuerpos S1 / S2 (dos gráficos de la izquierda) y el intervalo entre el inicio de los 
síntomas y la sangre Dibuje (dos parcelas a la derecha) en 15 pacientes con COVID-19 no 
hospitalizados y 20 hospitalizados (izquierda). El coeficiente de 
correlación ry el valor P relacionado se calcularon utilizando la correlación de Spearman;  
∗∗∗ p <0,001. 

(I) Gráficos de FACS que muestran células B específicas de S1 / S2 en 9 pacientes con 
COVID-19. Se especifica la identificación del paciente y la proporción 
de células T FH reactivas al SARS-CoV-2 en el grupo 5. 

(J) Análisis de la vía del ingenio (IPA) de genes con expresión aumentada (p ajustado <0,05 
y cambio de log 2 veces> 1) entre células del grupo 5 frente al grupo 0. Análisis de la red 
reguladora aguas arriba de los genes en la vía 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 características transcripcionales que diferenciaron 
las células T FH reactivas al SARS-CoV-2 presentes en el grupo 5 de las del grupo 0, 
realizamos un análisis de expresión génica diferencial de una sola célula (Figura S3D 
y Tabla S3 A). Las transcripciones que codifican para factores de transcripción dedo 
de zinc que contiene el tipo BED 2 (ZBED2) y dedo de zinc y la proteína 32 que 
contiene el dominio BTB (ZBTB32) se enriquecieron en células T FH en el grupo 5 y 
también se expresaron a niveles significativamente más altos en COVID- 
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hospitalizados. 19 pacientes (Figuras 3D y y S3DS3D y Tablas S3 A y S3B). ZBTB32, 
también conocido como PLZP, pertenece a una familia de represores 
transcripcionales de complejo ancho, tramtrack y bric-à-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 desempeña un papel en el deterioro de las 
respuestas inmunitarias antivirales al regular negativamente la proliferación de 
células T, la producción de citocinas y el desarrollo de células de memoria a largo 
plazo ( Piazza et al., 2004 ;  Shin et al., 2017 ). ZBED2, un nuevo factor de transcripción con dedos 
de zinc sin ortólogo de ratón, se ha relacionado con la disfunción de las células T en 
el contexto de la respuesta inmune antitumoral ( Li et al., 2019 ) y, más recientemente, 
se ha demostrado que reprime la expresión de genes diana de IFN (Somerville et al., 

2020 ). En apoyo de las posibles propiedades disfuncionales de las células en elgrupo 
5 deT FH , encontramos una mayor expresión de varias transcripciones que codifican 
moléculas vinculadas a la función inhibidora, como TIGIT, LAG3, TIM3 y PD1 (  Thommen 

y Schumacher, 2018 ), y regulación negativa de la activación y proliferación de células T, 
como DUSP4 y CD70 ( Huang et al., 2012 ;  O'Neill et al., 2017 ) (Figuras 3D y y S3DS3D y Tabla S3 A). 

Lo más sorprendente es que las células T FH 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 FH citotóxicas descritas recientemente , 
que se demostró que matan directamente las células B y se asocian con la 
patogenia de la amigdalitis recurrente en niños ( Dan et al., 2019 ). De relevancia, estudios 
recientes informaron una pérdida sorprendente de células B del centro germinal en 
los ganglios linfáticos torácicos y el bazo de pacientes que murieron de infección 
por SARS-CoV-2 ( Kaneko et al., 2020 ), así como un SARS-CoV- ligeramente más bajo. 2 
anticuerpos de inmunoglobulina M (IgM) específicos de proteína (S) de pico en 
pacientes con COVID-19 fallecidos ( Atyeo et al., 2020 ). Sobre la base de estos hallazgos, 
planteamos la hipótesis de que el citotóxico T FHLas 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 asociación, evaluamos la 
correlación entre las proporciones de subconjuntos de células T FH reactivas al 
SARS-CoV-2 y los títulos de anticuerpos de inmunoglobulina G (IgG) contra el SARS-
CoV-2 S1 / S2 (subunidades S1 y S2), que fue mayor en pacientes hospitalizados 
(Figuras 3F, 3G y y S3G). S3GRAMO). Aunque la frecuencia total de T FH reactiva al 
SARS-CoV-2 células (grupos 0, 5 y 7) mostró una correlación 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 FH citotóxicas 
(células T FH en el grupo 5) mostraron una fuerte correlación 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 FH en el grupo 0 (no 
citotóxicas) se correlacionaron positivamente con las concentraciones de 
anticuerpos en pacientes COVID-19 hospitalizados (Figura S3H). Observamos que la 
magnitud de la respuesta citotóxica de T FH (grupo 5) también mostró una 
correlación negativa significativa con el intervalo de tiempo entre el inicio de la 
enfermedad y la recolección de muestras, lo que sugiere que su asociación con los 
niveles de anticuerpos podría verse confundida por el momento del análisis de los 
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pacientes. muestrasfigura 3G y Tabla S3 C). Además, no observamos esta 
asociación negativa entre las células T FH citotóxicas y los niveles de anticuerpos 
anti-S1 / S2 en pacientes no hospitalizados, lo que sugirió que otros mecanismos 
como títulos virales más bajos podrían explicar los niveles bajos de anticuerpos 
anti-S1 / S2. en pacientes no hospitalizados. Para evaluar aún más los efectos sobre 
la función de las células B, analizamos las células B específicas para la proteína de 
pico del SARS-CoV-2 (subunidades S1 y S2) de nueve pacientes con una proporción 
variable de células T FH citotóxicas. En particular, en los pacientes hospitalizados con 
altas proporciones de células T FH citotóxicas (pacientes 08, 09 y 16), observamos un 
número mucho menor de células B específicas de S1 / S2 en comparación con 
aquellos con proporciones más bajas de estas células T citotóxicas. Células  FH (Figura 
S3I). 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 más 
definitivas y resueltas en el tiempo entre las células T FH citotóxicas y las respuestas 
de los anticuerpos. 

A continuación, para caracterizar los reguladores aguas arriba que pueden inducir 
la diferenciación y el mantenimiento de las células T FH citotóxicas, realizamos un 
análisis de la vía de ingenio (IPA) de las transcripciones aumentadas en 
las células T FH reactivas al SARS-CoV-2 en el grupo 5 (citotóxico) cuando en 
comparación con los del grupo 0 ( Tablas S3 D y S3E). Sorprendentemente, 
encontramos que los IFN de tipo 1 y 2 emergieron como los principales activadores 
aguas arriba de genes enriquecidos en el grupo citotóxico T FH (Figura S3J y Tablas 
S3 D y S3E). GSEA confirmó que las firmas de respuesta de IFN también se 
enriquecieron significativamente en el grupo citotóxico T FH (grupo 5) (Figura 
S3K). El análisis de la trayectoria de una sola célula mostró que una gran fracción de 
células T FH citotóxicas (grupo 5) siguió 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. Además, encontramos que las transcripciones que codifican la 
perforina ( PRF1 ) y el factor de transcripción ZBED2 también se enriquecieron en 
la trayectoria de las células T FH citotóxicas , lo que sugirió la hipótesis de que ZBED2 
puede contribuir a la diferenciación o función de las células T FH citotóxicas, aunque 
estudios adicionales será necesario para verificar esto. 

Expansión clonal masiva de CD4-CTL 

Si bien se cree que las células T con función citotóxica consisten principalmente 
en células T CD8 + restringidas por MHC de clase I convencionales, también se han 
informado células T CD4 + restringidas por MHC de clase II con potencial citotóxico 
(CD4-CTL) en varias infecciones virales en humanos y se asocian con mejores 
resultados clínicos ( Cheroutre y Husain, 2013 ;  Juno et al., 2017 ; Meckiff et al., 2019 ;  Weiskopf et al., 

2015a ). Paradójicamente, en la infección 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 
comparación con los pacientes no hospitalizados, lo que podría 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 and3A3A y Tabla S2 B). 

 

 

Abrir en una ventana separada 
Figura 4 

Análisis de secuencia de CD4-CTL reactivos al SARS-CoV-2 y TCR de una sola célula 

(A) UMAP que muestran el nivel de expresión 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 significación de las 
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comparaciones se calculó mediante la prueba U de Mann-Whitney; ns,  valor de p no 
significativo  . 

(C) Gráficos de violín que muestran el nivel de expresión normalizado (log 2 (CPM + 1)) de 
los factores de transcripción 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 comparación con un agregación de células restantes (resto). 

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

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

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

(G) Análisis de trayectoria de una sola célula que muestra la relación entre células en 
diferentes grupos (línea), construido usando Monocle 3. Sólo se muestran células reactivas 
al SARS-CoV-2 de pacientes con COVID-19 (condición de estimulación de 6 h). 

Ver también Figura S4y Tabla S4 . 

El interrogatorio de las transcripciones enriquecidas en los subconjuntos CD4-CTL 
señaló varias moléculas interesantes y factores de transcripción que 
probablemente desempeñarán un papel importante en su mantenimiento y 
función efectora. Estos incluyen moléculas como CD72 y GPR18 que se sabe que 
mejoran la proliferación de células T y el mantenimiento de subconjuntos de 
células T de la mucosa, respectivamente ( Jiang et al., 2017 ;  Wang et al., 2014 ) (Figuras 4C y y S4 
A). S4 A). Los ejemplos adicionales incluyen factores de transcripción HOPX y ZEB2 
(Figuras 4C y y S4A)S4A) que se ha demostrado que regulan positivamente la 
diferenciación, función, persistencia y supervivencia de los efectores de las células 
T ( Albrecht et al., 2010 ;  Omilusik et al., 2015 ). Además de las transcripciones asociadas a la 
citotoxicidad, los subconjuntos CD4-CTL (grupos 6 y 9) y las células T FH citotóxicas 
(grupo 5) estaban altamente enriquecidos para transcripciones que codifican una 
serie de quimiocinas como CCL3 (también conocida como proteína inflamatoria de 
macrófagos [MIP] - 1α), CCL4 (MIP-1β) y CCL5 (Figuras 4D y andS2F); S2F); estas 
quimiocinas juegan un papel importante en el reclutamiento de células mieloides 
(neutrófilos, monocitos, macrófagos), células NK y células T que expresan 
receptores de quimiocinas de tipo CC (CCR) 1, CCR3 y CCR5 ( Hughes y Nibbs, 2018 ). El 
subconjunto CD4-CTL en el grupo 6 y las células T FH citotóxicas (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 específicamente células 
dendríticas de tipo 1 convencionales que expresan XCR1 (cDC1) en sitios de 
respuestas inmunitarias donde desempeñan un papel clave en la promoción de 
las respuestas de las células T CD8 + mediante la presentación cruzada de antígenos 
( Lei y Takahama, 2012 ) . En general, las características transcriptómicas de los CD4-CTL 
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reactivos al SARS-CoV-2 y las células T FH citotóxicas sugieren que es probable que 
desempeñen un papel importante en la orquestación 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 
citotóxica de células infectadas por virus que expresan MHC de clase II. 
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Abrir en una ventana separada 

Figura S4 

Análisis de secuencia de TCR de célula única y análisis de células T CD4 + reactivas al SARS-
CoV-2 de estimulación de 24 h y condiciones ex vivo , relacionadas conFigura 4 

(A) Expresión promedio y expresión porcentual de las transcripciones seleccionadas en los 
grupos indicados. 

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

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

(D) Proporción de células T CD4 + reactivas al SARS-CoV-2 expandidas (tamaño del clon> 2) 
en pacientes con COVID-19 hospitalizados y no hospitalizados (condición de estimulación 
de 6 h). Los datos son la media ± SEM; la significación de las comparaciones se calculó 
mediante la prueba U de Mann-Whitney; ∗ p <0,05. 

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

de memoria CD154 + CD69 + clasificadas después de 6 h de estimulación con megapools de 
péptidos específicos de virus (6 h; rojo) se muestran mediante UMAP. Agrupación basada 
en Seurat de 122,292 células. 

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

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

(H) Número de células de pacientes emparejados con TCR compartidos (amarillo) y únicos 
(azul) entre las células positivas al marcador de activación clasificadas ex vivo (0 h) y las 
poblaciones estimuladas con péptido de 6 h (izquierda). Diagrama de Venn que ilustra el 
número de clones compartidos entre células T CD4 + positivas al marcador de 
activación clasificadas ex vivo (0 h) y poblaciones estimuladas con péptido de 6 h. 

La recuperación de secuencias de TCR emparejadas de células individuales 
individuales nos permitió vincular los datos del transcriptoma con la información 
del clonotipo y evaluar la relación clonal entre diferentes subconjuntos de células 
T CD4 + , así como determinar la naturaleza de los subconjuntos que muestran la 
mayor expansión clonal ( Tablas S4 A y S4B ). En la infección por SARS-CoV-2, los 
pacientes hospitalizados se caracterizaron por una gran expansión 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 expansión clonal (> 75% 
de las células se expandieron clonalmente), lo que indica una expansión y 
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persistencia preferencial de CD4-CTL en algunos pacientes con enfermedad COVID-
19 (Figura 4E y Tablas S4 A y S4B). El análisis de células T CD4 + reactivas al SARS-
CoV-2 clonalmente expandidas de pacientes con COVID-19 mostró un amplio 
intercambio de TCR entre las células de los grupos 6 y 9, así como las del grupo 11 
(Figura 4F), que, en particular, se enriqueció para la expresión de 
las transcripciones XCL1 y XCL2 y también para las transcripciones asociadas a la 
citotoxicidad, aunque a niveles más bajos en comparación con los grupos 
establecidos de CD4-CTL (Figuras 4D y andS4CS4C y Tabla S2 F). Por lo tanto, es 
probable que las células en el grupo 11 sean una población de transición 
intermedia, una hipótesis respaldada por el análisis de la trayectoria de una sola 
célula que mostró una posible conexión 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 activación como CD38, HLA-DR y 
PD-1 ex vivo (sin estimulación peptídica in vitro ) están enriquecidas para 
reacciones reactivas al SARS-CoV-2. Células T ( Braun et al., 2020 ;  Thevarajan et al., 2020 ). Sin 
embargo, un estudio reciente indicó que las células T transeúntes reactivas a otros 
antígenos (p. Ej., CMV y EBV) también pueden expresar estos marcadores de 
activación, que probablemente no se activan específicamente sin la participación 
de TCR ( Sekine et al., 2020). Por lo tanto, es poco probable que los estudios en la infección 
activa por SARS-CoV-2 que solo examinen las células T que expresan marcadores de 
activación revelen la función efectora potencial completa de las células T reactivas 
contra el SARS-CoV-2. Para determinar la especificidad y las características 
moleculares de dichas células T que expresan marcadores de activación ex vivo , 
aislamos CD38 de alta aislamos células T CD4 + de memoria HLA-DR y alto PD-1 + 

de memoria de pacientes hospitalizados con COVID-19 y se realizó un análisis de 
secuencia de TCR y transcriptoma de célula única de> 20.000 células. Las células 
T CD4 + que expresan marcadores de activación ex vivo se agruparon de forma 
distinta a las células T CD4 + reactivas con SARS-CoV-2 , que se aislaron 
despuésestimulación in vitro con péptidos del SARS-CoV-2 durante 6 h (Figura S4E 
y Tablas S2 C – S2E, S4 C y S4D). Las células T CD4 + que expresan marcadores de 
activación ex vivo mostraron una activación reducida y puntuaciones de firma T FH y 
tenían una menor expresión de transcripciones que codifican citocinas efectoras 
(IFN-γ, IL-2, TNFα), marcadores de activación (OX40) y genes asociados a T FH. 

 ( CD200 , POU2AF1 ) (Figuras S4F y S4G). Además, 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 compartían clonotipos con las células T CD4 + que expresan 
marcadores de activación ex vivo, y el 12,2% de las células T CD4 + que expresan Los 
marcadores de activación 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 activación de superficie como una estrategia 
para enriquecer las células T reactivas al SARS-CoV-2 sin estimulación del péptido 
SARS-CoV-2 (ensayo ARTE) puede no capturar el espectro completo de T reactivo al 
SARS-CoV-2 células, como la biología T FH y sus perfiles de citocinas, aunque las 
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características transcriptómicas de tales células activadas in vitro pueden verse 
afectadas por las células presentadoras de antígenos presentes en los cultivos. 

Las células T REG 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 activación (CD154 y CD69) después de 6 h 
de estimulación 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 coexpresión de los marcadores de activación CD137 (4-
1BB) y CD69, una estrategia que nos permitió capturar adicionalmente células T 
reguladoras específicas de antígeno (T REG ) ( Bacher et al., 2016 ) (Figuras 5 A y y S5 A). 
S5 A). Nuestro análisis de un total de 38,519 transcriptomas de células 
T CD4 + unicelulares reveló 6 grupos distintos (Figuras 5A – 5C y Tablas S5 A – 
S5C). El subconjunto T FH (grupo D) fue detectable a frecuencias relativamente más 
bajas en la condición de 24 h, aunque representaron los principales subconjuntos 
de células T CD4 + en la condición de estimulación de 6 h (Figuras 2A y y 5A). 5A). De 
acuerdo con la cinética retardada de la activación de las células T de memoria 
central (T CM ), identificamos una mayor proporción de células T CD4 + que expresan 
transcripciones vinculadas a las células de memoria central ( CCR7 , IL7R y TCF7 ) 
(grupo C) (Figuras 2A, A, 5A,5A y 5C). 
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Abrir en una ventana separada 
Figura 5 

Análisis de células T CD4 + reactivas al SARS-CoV-2 a partir de una condición de 
estimulación de 24 h 

(A) UMAP muestra los transcriptomas de una sola celda de células CD137+  CD69+  
memoria CD4+  T ordenadas después de la estimulación de 24 h con megapools de 
péptidos específicos de SARS-CoV-2. Agrupación basada en seurat de 38.519 celdas 
coloreadas en función del tipo de clúster. 
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(B) Mapa de calor que muestra la expresión de las transcripciones más significativamente 
enriquecidas en cada clúster (véase la Tabla S5C). El análisis genético del marcador seurat 
(comparación del grupo de intereses con todas las demás células) mostrados son las 200 
transcripciones principales con  valor P ajustado < 0,05, el registro2  veces el cambio > 0,25 y 
> diferencia del 10% en el porcentaje de células que expresan transcripción expresada 
diferencialmente entre dos grupos en comparación. 

(C) Trazado que muestra la expresión media (escala de color) y el porcentaje de expresión 
(escala de tamaño) de las transcripciones de genes de marcador seleccionadas en cada 
clúster. 

(D) UMAP que muestra el nivel de expresión normalizado de Seurat de las transcripciones 
de FOXP3  (izquierda). Porcentaje decélulas TREG  (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 calculó 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 que muestra la puntuación total de la firma CD4-CTL para cada célula (izquierda) 
y porcentaje de CD4-CTLs (clusters B y 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 calculó usando la prueba Mann-Whitney U; ns, valor  P no significativo. 

(G) Correlación entre porcentaje de SARS-CoV-2-reactivo CD4+  TREG y porcentaje de SARS-
CoV-2-reactivo CD4-CTLs en 13 pacientes no hospitalizados y 17 hospitalizados (izquierda) 
COVID-19. Coeficiente de correlación  r y el valor P  relacionado  se calcularon utilizando la 
correlación spearman; ∗∗∗∗p < 0,0001. 

(H) UMAP que muestra el nivel de expresión normalizado de Seurat de las transcripciones 
il1R2  (izquierda) y el porcentaje decélulas TFR  (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. 

(I) Correlación entre porcentaje de célulasFH citotóxicas citotóxicas sars-cov-2 reactivas 
(proporción decélulas TFH  en el grupo 5, desde dataset de estimulación de 6 h como en la 

Figura 3C) y porcentaje decélulas TFR  (célulasque expresanIL1R2en el grupoA) en 25 pacientes 
COVID-19 (izquierda). Coeficiente de correlación  r  se calculó mediante correlación 
Spearman; ns, valor P no significativo.. 

Consulte también la figura S5  y la tabla S5. 
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Abrir en una ventana separada 
Figura S5 

Análisis de células SARS-CoV-2 reactivas CD4+  T de 24 h Condición de estimulación, 
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 número de células ordenadas en 14 
pacientes hospitalizados y 17 no hospitalizados COVID-19 (derecha); datos son medios ± 
SEM. 

(B) GSEA para TREG,citotoxicidad, genes dela firma TFH  y TH17 en un grupo determinado en 
comparación con el resto de las células; ∗∗p < 0,01; ∗∗∗p < 0,001. 

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

(D) UMAP que muestra el tamaño del clon TCR (log2,escala de color) de células reactivas 
SARS-CoV-2 de pacientes con COVID-19 (condición de estimulación de 24 h). 

(E) Proporción de clonally expandido (tamaño del clon >2) y células no expandidas en cada 
cúmulo (condición de estimulación de 24 h). 

(F) GSEA para genes de firma TFH y TFR en IL1R2+ células en comparación con  IL1R2– células en 

el grupo A; ∗p < 0,05; ∗∗∗p < 0,001. 

El clúster más grande (cluster A) se caracterizó por la alta expresión de las 
transcripciones de FOXP3,  que codifica para la  caja P3 (FOXP3) 
(Rudensky,2011)(Figuras5A-5D y Tabla S5C). El análisis independiente de GSEA mostró 
un enriquecimiento positivo significativo delos genes de firma TREG en este grupo, lo 
que sugiere que las células de este grupo representaban células SARS-CoV-2 
reactivas TREG  (FiguraS5By Tabla S2H). En particular, la proporción de células en 
elgrupo TREG  fue significativamente menor en pacientes hospitalizados con COVID-19 
en comparación con pacientes no hospitalizados (Figuras5D, 5E y  YS5CS5Cy Tablas 

S5A yS5B), lo que sugiere un defecto potencial en la generación de células 
inmunosupresoras SARS-CoV-2 reactivas TREG en pacientes hospitalizados. De acuerdo 
con nuestros datos de la condición de estimulación de 6 h, encontramos que las 
células en los clusters CD4-CTL (clusters B y F) estaban presentes a frecuencias más 
altas en algunos pacientes hospitalizados covid-19 (Figuras5E, 5F, yS5C  S5C y Tablas 

S5A y S5B). También mostraron la mayor expansión clonal en comparación 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 
infección sars-cov-2. 

El análisis de correlación de la proporción de CD4-CTLs y TREG  en nuestro conjunto 
de datos de 24 h reveló una correlación negativa significativa, que indicaba que los 
pacientes con unarespuesta TREG deteriorada al SARS-CoV-2 montaron una respuesta 
CD4-CTL más fuerte (Figura5G y Tabla S5D). Un estudio reciente en un modelo 
murino mostró que las respuestas citotóxicas TFH  se reducen por un subconjunto 
decélulas TREG llamadas células reguladoras foliculares T (TFR)(Xie et al., 2019). Para determinar 
si dicha asociación se observa en nuestros conjuntos de datos, primero 
cuantificamoslas células TFR  basadas en la expresión de  IL1R2  (Eschweiler et al., 2020) de las 
celdas delclúster TREG  A (Figura5H). GSEA independiente confirmó que las células que 

expresan IL1R2se enriquecieron significativamente para genes foliculares y dela firma 

TFR  (FiguraS5F), que indicaban que representancélulas TFR.  Más del 40% de las células 
delclúster TREG  expresaron  IL1R2;esto indica que se genera una fuerte respuesta TFR 

circulante en la infección SARS-CoV-2. Es importante destacar que la proporción 
decélulas TFR  fue significativamente menor en pacientes hospitalizados con COVID-
19 (Figura5H) y mostró una modesta correlación negativa con la proporción de células TFH 

citotóxidas (Figura5Iy Tabla S5E). Sobre la base de estos hallazgos y la función 
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conocida de estos subconjuntos T REG, hipotéticamos que la magnitud de 
lasrespuestas de TREG  y TFR  al SARS-CoV-2 probablemente modulan las respuestas 
citotóxicas de células CD4+  T y B en la enfermedad COVID-19, aunque se requieren 
más estudios para confirmar esta hipótesis.  

Vete a: 

discusión 

Existe una necesidad urgente de comprender mejor los determinantes moleculares 
de las respuestas inmunes protectoras y patógenas en COVID-19. Dada la 
importancia de las células CD4+  T en la inmunidad antiviral, es probable que el 
estudio de esta población de células inmunes adaptativas proporcione información 
sobre la naturaleza de las respuestas del huésped observadas en pacientes con 
COVID-19. Los estudios actuales sobrecélulas CD4+ T específicas de antígeno se limitan al 
fenotipado basado en citometría de flujo de células que responden al SARS-CoV-2 
utilizando conjuntos limitados de marcadores (Braun etal., 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 sólo han 
examinadoel total de células CD4+ T en muestras de sangre o lavado broncoalveolar de 
pacientes con enfermedad COVID-19(Vabret et al., 2020). Debido a la rareza de las células 
específicas del SARS-CoV-2 en laspoblaciones totales de células CD4+ T, es probable que las 

señales de estas células se enmascaran por la abundancia relativa de otras células CD4+ T no 

específicas de antígeno. Además, a pesar de la profusión de estudios 
transcriptómicos unicelulares, el análisis de células T específicas del virus o de 
cualquier antígeno específico, como tal en los seres humanos, se ha quedado atrás, 
en parte debido a los desafíos impuestos por los métodos para aislar las células T 
específicas de antígeno en cantidades suficientes. Aquí, hemos superado estos 
problemas y realizado un estudio transcriptómico 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 TH1, que son abundantes entrelas células CD4+ T reactivas por FLU y 
consideradas protectoras(Seder et al., 2008),estuvieron presentes en frecuencias más bajas entre las 

célulasSARS-CoV-2 reactivas CD4+  T. Tambiénse observaron frecuencias más bajas de 

células TH17 entre células SARS-CoV-2 reactivas CD4+  T. Por el contrario, 
encontramos un aumento de las proporciones de células T FH citotóxicas reactivas 
sars-cov-2  en pacientes hospitalizados con COVID-19. Las células citotóxicas TFH  
pueden matar células B y amortiguar las respuestas del centro germinal (Xieetal., 

2019),y a nuestro conocimiento esta es la primera descripción de las célulasT FH citotóxicas 
circulantes  en humanos. Es importante destacar que la magnitud de la respuesta 
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citotóxica de TFH  al SARS-CoV-2 fue más fuerte al principio del curso de la 
enfermedad y se correlacionó 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(Kaneko et al., 2020)y niveles muy ligeramente reducidos de anticuerpos IgM 
específicos de S (Atyeoetal., 2020),la base mecanicista de la cual no se conoce. Nuestros 
hallazgos de fuertes respuestas citotóxicas de TFH  al principio de la enfermedad 
pueden proporcionar el vínculo con defectos en las respuestas de las células B en 
algunos pacientes con enfermedad grave y mortal de COVID-19. 

Otra observación llamativa es la abundancia en células SARS-CoV-2 reactivas CD4+  
T de CD4-CTLs que expresan altos niveles de transcripciones codificando para 
múltiples 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 más estudios en modelos animales y estudios de asociación a gran 
escala en pacientes con COVID-19 para verificar o refutar esta hipótesis. En 
particular, algunos pacientes hospitalizados con COVID-19 mostraron unarespuesta 

TREG deteriorada al SARS-CoV-2, y estos pacientes montaron una fuerte respuesta 
CD4-CTL, planteando otra asociación interesante que justifica pruebas en estudios 
más grandes. 

Limitaciones y direcciones futuras 

La limitación de este estudio es el tamaño relativamente pequeño de la muestra 
teniendo en cuenta la heterogeneidad observada en la naturaleza de las respuestas 
de células CD4+  T al SARS-CoV-2. El análisis 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 información sobre la naturaleza y 
persistencia de lasrespuestas de la memoria CD4+ células T al SARS-CoV-2. 

Debido a que la asociación negativa entre las respuestas celulares citotóxicas de TFH  
y los niveles de anticuerpos anti-pico no se observó en pacientes no hospitalizados, 
el papel potencial de las células citotóxicas TFH  en las respuestas de anticuerpos no 
se puede generalizar. Además, las proporciones más altas de células citotóxicas de 
TFH  en pacientes hospitalizados pueden simplemente reflejar mayores títulos 
virales y producción de IFN. Se requieren estudios longitudinales para aclarar la 
asociación entre las respuestas citotóxicas aberrantes TFH  y su impacto en la 
modulación de la magnitud y duración de las respuestas protectoras de anticuerpos 
al SARS-CoV-2. El papel de los CD4-CTLs en las respuestas inmunes protectoras o 
patógenas al SRAS-CoV-2 debe aclararse en los modelos preclínicos. 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 infección SARS-CoV-2 es crítico. 

Vete a: 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7534589/#bib22
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7534589/#bib3
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7534589/


Métodos star ★ 

Tabla de recursos clave 

REACTIVO O 

RECURSO 

fuente identificador 

anticuerpos 

 

CD3 Biolegend SK7; RRID: AB_10640737 

CD3 Biolegend UCHT1; RRID: AB_314060 

CD4 Biolegend OKT4; RRID: AB_2561866 

CD8a Biolegend RPA-T8; RRID: AB_314134 

CD8b eBiociencia SIDI8BEE; RRID: AB_2762625 

CD14 Biolegend HCD14; RRID: AB_830693 

CD14 Biolegend M5E2; RRID: AB_493695 

http://467ff2b031494f332763fba7a06622b5b0153ab9/http%3A%2F%2Fnif-antibody%3AAB_10640737%2F
http://579df3f0f372c07eaf53d588436ed1d27d48aa0d/http%3A%2F%2Fnif-antibody%3AAB_314060%2F
http://83c0077d7950a5fec0f08517eb9320ab049d5209/http%3A%2F%2Fnif-antibody%3AAB_2561866%2F
http://fcd9a2c60505b3b73df07ae6242cf704501af204/http%3A%2F%2Fnif-antibody%3AAB_314134%2F
http://2fa68d35a83ccda4189191191f9b97406766a866/http%3A%2F%2Fnif-antibody%3AAB_2762625%2F
http://e52b4d4fd0f1208fb66ce37349c8529f1ce4611b/http%3A%2F%2Fnif-antibody%3AAB_830693%2F
http://74666e84326f71e6cfd24d1c204ae282e4c738f2/http%3A%2F%2Fnif-antibody%3AAB_493695%2F


REACTIVO O 

RECURSO 

fuente identificador 

CD19 Biolegend HIB19; RRID: AB_314248 

CD27 Biolegend M-T271; RRID: AB_2561825 

CD38 Biolegend HIT-2; RRID: AB_2072782 

CD38 Biolegend SK1; RRID: AB_2564510 

CD40 (bloqueo) Miltenyi 

Biotec 

HB14; RRID: AB_10839704 

CD45 Biociencia 

BD 

HI30; RRID: AB_2744399 

CD45RA Biolegend HI100; RRID: AB_493763 

CD56 Biolegend HCD56; RRID: AB_10896424 

CD69 Biolegend FN50; RRID: AB_2563696 

CD137 (4-1BB) Biolegend 4B4-1; RRID: AB_2566258 

http://4068d59c3a29c76f9862b928bb1c5b740e2819c8/http%3A%2F%2Fnif-antibody%3AAB_314248%2F
http://a62d93acd7360fcdba9ec074669be1ae40a65097/http%3A%2F%2Fnif-antibody%3AAB_2561825%2F
http://70bd2267adb2d79b381f73468d44114e47877e00/http%3A%2F%2Fnif-antibody%3AAB_2072782%2F
http://7abcde0d121b1e04053e8ee939dc53a98210e983/http%3A%2F%2Fnif-antibody%3AAB_2564510%2F
http://48983cda00270964150e11d882d0fe08a9a5af37/http%3A%2F%2Fnif-antibody%3AAB_10839704%2F
http://666e690d73839856ef1dc8c14acf723dd86980ac/http%3A%2F%2Fnif-antibody%3AAB_2744399%2F
http://d63dd2764733d7330fdac0d8712e326c095cd627/http%3A%2F%2Fnif-antibody%3AAB_493763%2F
http://f4c9ba6d1e60e6d034bc38b40e3a519f27003b4b/http%3A%2F%2Fnif-antibody%3AAB_10896424%2F
http://85ce0536c9e71aff6837e0d385f84eaa186f3eee/http%3A%2F%2Fnif-antibody%3AAB_2563696%2F
http://1a834547195e5bd184aa62eafacd42b6127a38e9/http%3A%2F%2Fnif-antibody%3AAB_2566258%2F


REACTIVO O 

RECURSO 

fuente identificador 

CD137 (4-1BB) Miltenyi 

Biotec 

REA765; RRID: AB_2654994 

CD138 Biolegend MI15; RRID: AB_2562899 

CD154 (CD40L) Biolegend 24-31; RRID: AB_314829 

CD154 (CD40L) Miltenyi 

Biotec 

5C8; RRID: AB_2751206 

CD197 (CCR7) Biociencia 

BD 

3D12; RRID: AB_2744306 

CD279 (PD-1) Biociencia 

BD 

EH12.1; RRID: AB_2739399 

CD298 (2M; 

TotalSeq-C) 

Biolegend LNH-94; 2M2; RRID: AB_2801031,  AB_2801032,  AB_2801033,  

AB_2820042,  AB_2820043,  AB_2820044,  AB_2820045,  

AB_2820046 

HLA-DR Biociencia 

BD 

G46-6; RRID: AB_2732846 

http://56ec7c0325ec3823e285d169583efefa81a4794f/http%3A%2F%2Fnif-antibody%3AAB_2654994%2F
http://1a1713ba02c1c91190fe0a90e5acbd5b97a02518/http%3A%2F%2Fnif-antibody%3AAB_2562899%2F
http://bc98b0bd4a7c7bc2a5e97c7414cced46840636e4/http%3A%2F%2Fnif-antibody%3AAB_314829%2F
http://ccdb725fc4a8aa3e318becc48fa9409bdc0b3958/http%3A%2F%2Fnif-antibody%3AAB_2751206%2F
http://a61b6bb9cda3bc953f94ce40c6ebb4ce961bac9d/http%3A%2F%2Fnif-antibody%3AAB_2744306%2F
http://611fd04dcde5e7e7c81b77ed71e778e58f8852c6/http%3A%2F%2Fnif-antibody%3AAB_2739399%2F
http://4a8bd6cdd4865b4ae29354ca94d9097733940114/http%3A%2F%2Fnif-antibody%3AAB_2801031%2F
http://8f4f881ef3d2f2fb2f4dc8a5c173996ff34605b6/http%3A%2F%2Fnif-antibody%3AAB_2801032%2F
http://eaf87639695132a3b0a52f9ef0cad5fd34e8d5bb/http%3A%2F%2Fnif-antibody%3AAB_2801033%2F
http://aaf68a07ddacb3dd39fcecba34c8ab08b0c4d514/http%3A%2F%2Fnif-antibody%3AAB_2820042%2F
http://396daf214670424bbdd6b2dd9a127315c0c19318/http%3A%2F%2Fnif-antibody%3AAB_2820043%2F
http://4e616417dd1aeea54db72a165e8af0619dbb6da6/http%3A%2F%2Fnif-antibody%3AAB_2820044%2F
http://828f803b7b97cc3d2dc029d6e1f310e7ba4391b3/http%3A%2F%2Fnif-antibody%3AAB_2820045%2F
http://7c524ca36a16213e46c1113d5021b4f981cbd39c/http%3A%2F%2Fnif-antibody%3AAB_2820046%2F
http://8ee93844221e4c73206d5e815c3edabaf56731c6/http%3A%2F%2Fnif-antibody%3AAB_2732846%2F


REACTIVO O 

RECURSO 

fuente identificador 

IgD Biolegend IA6-2; RRID: AB_2563269 

IgG Biolegend M1310G05; RRID: AB_2565788 

Igm Biolegend MHM-88; RRID: AB_2562916 

Ki-67 Biociencia 

BD 

B56; RRID: AB_2732007 

nucleoproteína Sino 

Biológico 

 

Proteína S1/S2 Sino 

Biológico 

 

 

Muestras biológicas 

 

Criopreservados Hospital 

 

http://ac39a636eed520ab3217d50cd385c9ec9dac7bee/http%3A%2F%2Fnif-antibody%3AAB_2563269%2F
http://107a35bd829ca62ba50efb36db0b7509c7b171f6/http%3A%2F%2Fnif-antibody%3AAB_2565788%2F
http://62dedba69f784cc4f38d7499a3192adb5118d092/http%3A%2F%2Fnif-antibody%3AAB_2562916%2F
http://f3850b2a2a0f58265b765b33f3db632187cd8604/http%3A%2F%2Fnif-antibody%3AAB_2732007%2F


REACTIVO O 

RECURSO 

fuente identificador 

PBMCs de 

pacientes 

hospitalizados y 

no hospitalizados 

COVID-19 

Universitario 

de 

Southampto

n 

PBMCs 

criopreservados 

de sujetos sanos 

no expuestos 

Banco de 

Sangre de 

San Diego 

 

Criopreservados 

PBMCs de 

sujetos antes y/o 

después de 

recibir 

vacunación 

contra la gripe 

Instituto de 

Inmunología 

La Jolla 

 

 

Productos químicos, péptidos y proteínas recombinantes 

 



REACTIVO O 

RECURSO 

fuente identificador 

Peptivador SARS-

CoV-2 Prot M 

(glicoproteína de 

membrana) 

Miltenyi 

Biotec 

130-126-703 

Peptivator SARS-

CoV-2 Prot S 

(glicoproteína de 

espiga) 

Miltenyi 

Biotec 

130-126-701 

Megapools SARS-

CoV-2 (CD4-R y 

CD4-S) 

Instituto de 

Inmunología 

La Jolla - 

Sette 

 

Megapool de 

Parainfluenza 

Humana (HPIV) 

Instituto de 

Inmunología 

La Jolla - 

Sette 

 

Megapool del 

Metapneumoviru

s Humano 

(HMPV) 

Instituto de 

Inmunología 

La Jolla - 

Sette 

 



REACTIVO O 

RECURSO 

fuente identificador 

Megapool de la 

Gripe Humana 

(HA) 

Instituto de 

Inmunología 

La Jolla - 

Sette 

 

Viabilidad 

reparable Tinte 

eFluor 780 

eBiociencia C34557  

 

Datos depositados 

 

Datos de 

secuenciación 

Expresión 

génica 

Ómnibus 

GSE152522  

 

Software y algoritmos 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/C34557
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE152522


REACTIVO O 

RECURSO 

fuente identificador 

 

Flowjo v10 Flowjo https://www.flowjo.com/  

Prisma 8 Graphpad https://www.graphpad.com  

Cellranger v3.1.0 10x 

Genómica 

https://www.10xgenomics.com  

Seurat v3.1.5 (Stuartet al., 

2019)   

https://www.satijalab.org/seurat  

R v3.6.1 Equipo de R 

Core 

www.R-project.org  

UpSetR v1.4.0 (Conway et al., 

2017)   

https://github.com/hms-dbmi/UpSetR  

Monocle3 v0.2.1 (Trapnell et al., 

2014) 

https://cole-trapnell-lab.github.io/monocle3/  

MAST v1.10.0 (Finak et al., 2015)   https://www.bioconductor.org/packages/release/bioc/html/MAST.h

https://www.flowjo.com/
https://www.graphpad.com/
https://www.10xgenomics.com/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7534589/#bib44
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7534589/#bib44
https://www.satijalab.org/seurat
http://www.r-project.org/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7534589/#bib11
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7534589/#bib11
https://github.com/hms-dbmi/UpSetR
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7534589/#bib49
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7534589/#bib49
https://cole-trapnell-lab.github.io/monocle3/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7534589/#bib16
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7534589/#bib16
https://www.bioconductor.org/packages/release/bioc/html/MAST.html


REACTIVO O 

RECURSO 

fuente identificador 

tml  

FGSEA (Korotkevich et al., 

2019)   

https://bioconductor.org/packages/release/bioc/html/fgsea.html  

 

Otro 

 

Biblioteca de 

códigos de barras 

de función 

Chromium Single 

Cell 5¢ 

10x 

Genómica 

1000080 

Biblioteca 

Chromium Single 

Cell 5¢ &amp; Kit 

de cuentas de gel 

10x 

Genómica 

1000006 

Kit de 

construcción de 

10x 

Genómica 

1000020 

https://www.bioconductor.org/packages/release/bioc/html/MAST.html
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7534589/#bib56
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7534589/#bib56
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7534589/#bib56
https://bioconductor.org/packages/release/bioc/html/fgsea.html


REACTIVO O 

RECURSO 

fuente identificador 

la biblioteca 

Chromium Single 

Cell 5¢ 

Kit de 

enriquecimiento 

C(D)J de células 

individuales de 

cromo, célula T 

humana 

10x 

Genómica 

1000005 

Kit de chip A de 

celda única de 

cromo 

Genómica 

10x 

1000151 

Kit multiplex de 

Cromo i7 

Genómica 

10x 

120262 

Kit de 

multiplexación 

Chromium i7 N, 

conjunto A 

 

1000084 

TexMACS Miltenyi 

Biotec 

130-097-19 

Abrir en una ventana separada 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7534589/table/undtbl1/?report=objectonly


Disponibilidad de recursos 

Contacto principal 

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

Disponibilidad de materiales 

Los grupos de epítopos de SARS-CoV-2, influenza humana (FLU), parainfluenza 
(HPIV) y metapneumovirus (HMPV) utilizados en este documento se pondrán a 
disposición de la comunidad científica previa solicitud y ejecución 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 
peptídicos debido al costo y la cantidad limitada. 

Disponibilidad de datos y códigos 

Los scripts están disponibles en nuestro repositorio en GitHub 
( https://github.com/vijaybioinfo/COVID19_2020 ). Los datos de secuenciación 
para este estudio se han depositado en el Gene Expression Omnibus con el número 
de acceso GSE152522 . 

Modelo experimental y detalles del sujeto 

Pacientes y muestras de COVID-19 

Se obtuvo la aprobación ética para este estudio del Comité de Ética de 
Investigación de Berkshire 20 / SC / 0155 y el Comité de Ética del Instituto de 
Inmunología 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 infección por SARS-CoV-2, confirmada por el ensayo de reacción 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 
reclutó durante el mismo período una cohorte adicional de 18 participantes que 
consistía 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 
serológica de anticuerpos contra el SARS-CoV-2. Todos los sujetos proporcionaron 
hasta 80 ml de sangre para estudios de investigación. Los datos clínicos y 
demográficos se obtuvieron de los registros de los pacientes hospitalizados, 
incluidas las comorbilidades, los resultados de sangre, la intervención 
farmacológica, la afectación radiológica, los eventos trombóticos, los resultados de 
microbiología y virología (Tabla S1A). Los 22 pacientes hospitalizados tenían una 
edad media de 60 (33-82), 17 de estos pacientes (77%) eran hombres y esta 
cohorte consistía en 16 (73%) blancos británicos / blancos otros, 4 (18%) indios y 2 
(9%) pacientes negros británicos. Todos los pacientes hospitalizados sobrevivieron 
hasta el alta hospitalaria. Todos los pacientes hospitalizados aún presentaban 
síntomas en el momento de la extracción 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 síntomas (Tabla S1A). Los 18 
participantes no hospitalizados tenían una mediana de edad de 39 (22-50), 8 (44%) 
de estos participantes eran hombres y esta cohorte consistía en 15 (83%) blancos 
británicos / blancos otros, 2 (11%) participantes árabes y 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 anónimas 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 
consideró que los donantes gozaban de buena salud, no presentaban síntomas de 
resfriado o gripe y no tenían 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 anónimas de 8 
donantes inscritos en el Programa de donantes de sangre normales de LJI antes y / 
o después (12 a 14 días) 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 aprobación para el uso de este material se obtuvo del Comité de Ética 
de LJI. 

Detalles del método 

Procesamiento de PBMC 

Se aislaron células mononucleares de sangre periférica (PBMC) de hasta 80 ml de 
sangre anticoagulada mediante centrifugación 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 glicoproteína de pico y la secuencia completa de la 
glicoproteína de membrana del SARS-CoV-2 (secuencias de 15 meros con 
superposición de 11 aminoácidos) de Miltenyi Biotec ( Thieme et al., 2020 ) resuspendido 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 utilizó según 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 Acreditación del Reino Unido (UKAS). ) 
laboratorio de diagnóstico en el Hospital Universitario de Southampton. Los 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7534589/#bib47


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 específicas de proteína de pico de SARS-CoV-2 

Para evaluar el nivel de células B específicas de SARS-CoV-2 S1 / S2, se prepararon 
células en tampón de tinción (PBS con FBS al 2% y EDTA 2 mM), se bloqueó con 
FcγR (clon 2.4G2, BD Biosciences), se tiñeron con el indicado anticuerpos primarios 
y proteínas S1 / S2 biotiniladas (Sino Biological) durante 30 min a 4 ° C; lavado y 
posteriormente teñido con estreptavidina-BV421. Los pacientes 10, 24 y 49 fueron 
analizados en un día diferente con un láser violeta de menor intensidad y 
requirieron diferentes puertas. 

Epítopo Megapool de diseño de péptidos (MP) 

Los megapools (MP) de péptidos de células T CD4 + de parainfluenza humana (HPIV) 
y metapneumovirus (HMPV) se produjeron mediante liofilización secuencial de 
epítopos específicos de virus como se describió anteriormente ( Carrasco Pro et al., 

2015 , Weiskopf et al., 2015b ). Las listas completas de las secuencias de proteínas virales 
derivadas de la base de datos uniprot y utilizadas para los diseños HPIV y HMPV MP 
están disponibles en la Tabla S1F. La predicción de linfocitos T se realizó mediante 
la herramienta TepiTool, disponible en los recursos de análisis de bases de datos de 
epítopos de identificación (IEDB-AR, LJI), aplicando el método de predicción de 7 
alelos y una mediana de corte ≤20 (Dhanda et al., 2019 , Paul et al., 2015 , Paul et al., 2016). Para la HA-
influenza MP, seleccionamos 177 epítopos definidos experimentalmente, 
recuperados consultando la base de datos IEDB ( www.IEDB.org ) el 12/07/19 con 
los parámetros de búsqueda “solo ensayo positivo, sin ensayos de células B, sin 
ensayo de ligando MHC , Anfitrión: Homo Sapiens y MHC clase de restricción II ". La 
lista de epítopos se enriqueció 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 / Iowa / 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 et al., 2019 ,Dhanda et al., 2018 ) (Tabla S1E). Los péptidos se sintetizaron como material 
crudo (A&A, San Diego, CA), se resuspendieron en DMSO, se agruparon de acuerdo 
con cada composición de MP y finalmente se liofilizaron secuencialmente ( Carrasco Pro et 

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 ( Grifoni et al., 2020 ). 

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

El enriquecimiento y la clasificación FACS de las células T de 
memoria CD154 + CD4 + reactivas al virus después de la estimulación del grupo de 
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péptidos se adaptó de Bacher et al. 2016 ( Bacher et al., 2016 ). Brevemente, las PBMC de 
cada donante se descongelaron, lavaron, sembraron en placas de cultivo de 24 
pocillos a una concentración de 5 × 10 6 células / ml en 1 ml de medio TexMACS sin 
suero (Miltenyi Biotec) y se dejaron durante la noche (5% CO 2 , 37 ° C). Las células 
se estimularon mediante la adición de grupos de péptidos específicos de virus 
individuales (1 μg / mL) durante 6 h en presencia de un anticuerpo CD40 de 
bloqueo (1 μg / mL; Miltenyi Biotec). Para el enriquecimiento posterior de CD154 
basado en MACS +, las células se tiñeron secuencialmente con anticuerpos de 
superficie marcados con fluorescencia (lista de anticuerpos en la Tabla S1G), 
anticuerpo Cell-hashtag TotalSeq-C (0,5 μg / condición) y un anticuerpo CD154 
conjugado con biotina (clon 5C8; Miltenyi Biotec) seguido de anti -microperlas de 
biotina (Miltenyi Biotec). Las células marcadas se añadieron a columnas MS 
(Miltenyi Biotec) y las células seleccionadas positivamente (CD154 + ) se eluyeron y 
se usaron para la clasificación FACS de células T CD4 + de memoria CD154 + . El flujo 
de la columna se recogió y se volvió a sembrar para cosechar las células que 
respondieron 24 h después de la estimulación con péptidos. Análogo al 
enriquecimiento para CD154 + , CD4 + que expresa CD137Las células T de memoria se 
seleccionaron positivamente mediante tinción 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 elución, las poblaciones 
enriquecidas se clasificaron inmediatamente usando un clasificador de células de 
fusión FACSAria (Becton Dickinson) basado en la expresión dual de CD154 y CD69 
para la condición de estimulación de 6 h, y CD137 y CD69 para la condición de 
estimulación de 24 h. La estrategia de puerta utilizada para la clasificación se 
muestra en las Figuras S1A y S4B. Todos los datos de citometría de flujo se 
analizaron utilizando el software FlowJo (versión 10). 

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

Para los ensayos combinados de RNA-seq y TCR-seq (10x Genomics), se 
agruparon un máximo de 60.000 células T CD4 + de memoria reactiva al virus de 
hasta 8 donantes clasificándolas en tubos de recogida de 1,5 ml de baja retención, 
que contenían 500 μl de una solución 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 secuenciación de ARN de una sola célula de 
Genomics. Para el análisis de las respuestas de células T CD4 + reactivas a la gripe , 
secuenciamos muestras emparejadas antes y después de la vacunación de 4 
donantes y las complementamos con 2 muestras no emparejadas para antes y 
después de la vacunación. Las muestras de antes y después de la vacunación se 
combinaron para el análisis de CD4 reactivo a la gripe.  + . Células T. Después de la 
clasificación, se añadió PBS helado para completar un volumen de 1400 µl. A 
continuación, las células se centrifugaron durante 5 min (600 ga 4 ° C) y el 
sobrenadante se eliminó cuidadosamente dejando de 5 a 10 μl. Se añadieron al 
tubo 25 μl de tampón de resuspensión (0,22 μm de PBS filtrado y enfriado con 
hielo suplementado con albúmina de suero bovino ultrapura; 0,04%, Sigma-Aldrich) 
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y el sedimento se resuspendió suave pero completamente. Después de una mezcla 
cuidadosa, se transfirieron 33 μl de la suspensión celular a un tubo de PCR para su 
procesamiento según las instrucciones del fabricante (10x Genomics). 

Brevemente, la preparación de la biblioteca de secuenciación de ARN de una sola 
célula se realizó según las recomendaciones del fabricante para la química 10x 
Genomics 5 'TAG v1.0 con perfil inmunológico y tecnología de proteínas de 
superficie celular. Tanto la amplificación inicial del ADNc como la preparación de la 
biblioteca se llevaron a cabo con 13 ciclos de amplificación; Se generaron 
bibliotecas de proteínas de superficie celular y V (D) J correspondientes a cada 
biblioteca de expresión génica TAG de 5 '' usando 9 ciclos y 8 ciclos de 
amplificación, respectivamente. Las bibliotecas se cuantificaron y combinaron de 
acuerdo con concentraciones molares equivalentes y se secuenciaron en la 
plataforma de secuenciación Illumina NovaSeq6000 con las siguientes longitudes 
de lectura: lectura 1 - 101 ciclos; leer 2 - 101 ciclos; e índice i7 - 8 ciclos. 

Análisis de transcriptoma unicelular 

Las lecturas de RNA-seq de una sola célula se alinearon y colapsaron en recuentos 
de identificadores moleculares únicos (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 tubería de análisis de códigos de barras de 
funciones de Cell Ranger. Para demultiplexar donantes, los recuentos de UMI de 
códigos 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 más altos se consideraron para la asignación 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 código de barras de la 
celda se le asignó una identificación de donante, marcada como un doblete o con 
un enriquecimiento negativo. Las células se volvieron a clasificar como dobletes si 
la proporción de recuentos de UMI entre los 2 códigos de barras superiores era 
inferior a 3. Las células etiquetadas como doblete o negativo se eliminaron de los 
análisis posteriores. Los datos sin procesar de 10x se agregaron de 
forma independiente utilizando la función aggr de Cell Ranger (v3.1.0). Los 
donantes P28 y P48 no se tiñeron con anticuerpos hashtag y, por lo tanto, no 
contribuyeron a ningún dato específico del donante. Los datos fusionados se 
transfirieron al entorno estadístico R para su análisis utilizando el paquete Seurat 
(v3.1.5) ( Stuart et al., 2019). Para minimizar aún más los dobletes y eliminar las células con 
transcriptomas de baja calidad, se excluyeron las células que expresan <800 y> 
4400 genes únicos, <1500 y> 20.000 contenido total de UMI y> 10% de los UMI 
mitocondriales. Las estadísticas 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 aplicó de forma 
independiente para los datos de CD4 + T estimuladas durante 0 y 6 h, 6 y 24 h. 
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Para el análisis 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 configuración predeterminada en el software Seurat ( Stuart et al., 

2019 ). Los genes variables con una expresión media de UMI superior a 0,01 y que 
explican el 25% de la varianza total se seleccionaron utilizando el método de 
transformación estabilizadora de varianza, como se describe ( Stuart et al., 2019 ). Los 
datos transcriptómicos de cada célula se escalaron posteriormente mediante la 
regresión del número de UMI detectados y el porcentaje de recuentos 
mitocondriales. Para datos de CD4 +Células T estimuladas durante 6 h, el análisis de 
componentes principales se realizó utilizando los genes variables y, basándose en la 
desviación estándar de los PC en el "diagrama de codo", se seleccionaron los 
primeros 38 componentes principales (PC) para análisis adicionales. Las celdas se 
agruparon utilizando las funciones FindNeighbors y FindClusters en Seurat con una 
resolución de 0.6. La solidez de la agrupación se verificó de forma independiente 
mediante otros métodos de agrupación y modificando el número de PC y genes 
variables utilizados para la agrupación. El análisis de los patrones de agrupación en 
varios lotes no reveló 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 análisis adicionales. El grupo 6 (G) en el conjunto de datos de 24 h se 
fusionó con el grupo 0 (A) después de ser identificado como T REG . Para el análisis 
de agregación de 0 y 6 h, se tomaron 30 PC. Finalmente, las celdas se agruparon 
usando FindNeighbors y FindClustersfunciones en Seurat con una resolución de 0,6 
y 0,2 para 6 y 0 h de agregación y 24 h, respectivamente. Se generaron más 
visualizaciones de datos normalizados exportados, como gráficos UMAP o "violín", 
utilizando el paquete Seurat y scripts R personalizados. La forma del violín 
representa la distribución de las células que expresan la transcripción de interés 
(basada en un modelo de estimación de densidad del núcleo de Gauss) y están 
coloreadas según el porcentaje de células que expresan la transcripción de interés. 

Análisis de expresión génica diferencial unicelular 

El análisis de expresión génica diferencial de una sola célula por pares se realizó 
utilizando el paquete MAST en R (v1.8.2) ( Finak et al., 2015 ) después de la conversión de 
datos a log 2 recuentos por millón (log 2 (CPM + 1)). Se consideró que un gen se 
expresaba diferencialmente cuando el valor de P ajustado de Benjamini-
Hochberg era <0,05 y un cambio log 2 veces mayor de 0,25. Para encontrar 
marcadores de conglomerados (transcripciones enriquecidas en un conglomerado 
determinado) se utilizó la función FindAllMarkers de Seurat. 

Análisis de enriquecimiento de conjuntos de genes y puntuaciones del módulo de 

firma 

Las puntuaciones de GSEA se calcularon con el paquete fgsea en R utilizando la 
relación señal / ruido (o el cambio de log 2 veces para la comparación 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 gráficos GSEA. Las puntuaciones de los módulos de firma se 
calcularon con la función AddModuleScore , utilizando la configuración 
predeterminada en Seurat. Brevemente, para cada célula, la puntuación se define 
por la media de la lista de genes distintivos después de restar la expresión media 
de un agregado de listas de genes de control. Se tomaron muestras de listas de 
genes de control (del mismo tamaño que la lista de firmas) de contenedores 
creados en función del nivel de expresión de la lista de genes de firmas. Las listas 
de genes utilizadas para el análisis se proporcionan en la Tabla S2H. 

Análisis de trayectoria unicelular 

La trayectoria "ramificada" se construyó utilizando Monocle 3 (v0.2.1, 
configuración predeterminada) ( Trapnell et al., 2014 ) con el número de UMI, el porcentaje 
de UMI mitocondrial como fórmula del modelo e incluyendo los genes altamente 
variables de Seurat para mayor consistencia. . Después de establecer una sola 
partición para todas las células, la trayectoria de la célula se proyectó en el PCA y el 
UMAP generado a partir del análisis de Seurat. La 'raíz' fue seleccionada por la 
función get_earliest_principal_node proporcionada en el paquete. Se usó Monocle 
3 alpha para analizar los conglomerados 0 y 5 usando el algoritmo DDRTree para la 
reducción dimensional después de seleccionar los 500 genes altamente variables 
con Seurat. 

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

Las lecturas de bibliotecas enriquecidas con secuencias de TCR V (D) J de celda 
única (Tabla S2D) se procesaron con vdjcanalización de Cell Ranger (v3.1.0 y 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 análisis 
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 códigos de barras celulares de estas bibliotecas 
se revisaron de acuerdo con el orden de sus bibliotecas de expresión génica. Se 
identificaron clonotipos únicos, tal como los define 10x Genomics como un 
conjunto de secuencias productivas de la Región 3 que determina la 
complementariedad (CDR3), en todos los archivos de la biblioteca y su frecuencia y 
proporción (estadísticas de clones) se calcularon en función del resultado de 
agregación considerando solo las células presentes en las bibliotecas de expresión 
génica. + Células T estimuladas durante 6 y 24 h. Con base en los archivos de 
agregación de vdj , los códigos de barras capturados por nuestros datos de 
expresión génica y previamente filtrados para mantener solo células de buena 
calidad, se anotaron con un ID de clonotipo específico junto con su tamaño de clon 
(número de células con los mismos clonotipos en uno o ambos Cadenas alfa y beta 
de TCR) y otras estadísticas (Tabla S4A, B, E y F). Las células que comparten el 
clonotipo con más de 1 célula se denominaron expandidas clonalmente (tamaño 
del clon> 2). El tamaño del clon para cada célula se visualizó en UMAP, 
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representando sólo células T CD4 + reactivas con SARS-CoV-2 . El uso compartido 
del clonotipo entre células en diferentes grupos se representó utilizando la 
herramienta UpSetR ( Conway et al., 2017). Finalmente, para evaluar el intercambio entre 
los conjuntos de datos de 0 y 6 h, se aplicó el mismo proceso de agregación para 
todas las bibliotecas de vdj a partir de estos datos y solo las células 
T CD4 + reactivas al SARS-CoV-2 aisladas específicamente de pacientes 
emparejados. entre conjuntos se consideraron. 

Cuantificación y análisis estadístico 

El procesamiento de datos, los métodos aplicados y los códigos se describen en la 
sección respectiva de los Métodos STAR. El número de sujetos, muestras, réplicas 
analizadas y la prueba estadística realizada se indican en las leyendas de las figuras 
o métodos STAR. El análisis estadístico para la comparación entre dos grupos se 
evaluó con la prueba U de Mann Whitney y la correlación se evaluó con la prueba 
de Spearman utilizando GraphPad Prism. 
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