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Significato

I nostri risultati forniscono la prova che le cellule T CD4 memoria reattiva SARS-CoV-2-

preesistenti funzionali sono suscitate nella prima infanzia e collegate alla

sieroconversione con il coronavirus stagionale OC43 ma non molte altre infezioni virali.

Rispetto ad altri virus, l'alta sieroprevalenza di OC43 all'età di due anni indica che le

risposte della memoria ai coronavirus si sviluppano in giovane età. I distinti profili

dipendenti dall'età delle cellule T che rispondono suggeriscono che le cellule T cross-

reactive possono contribuire ai diversi esiti clinici del COVID-19 nei bambini e negli

anziani. I risultati attuali forniscono importanti progressi per quanto riguarda lo sviluppo

e la maturazione delle cellule T CD4 della memoria antigene specifica, che possono

aiutare a guidare i futuri interventi vaccinali e terapeutici relativi alla specificità, alla

funzione e al fenotipo delle risposte delle cellule T della memoria per tutta la durata della

vita umana.

Astratto

Le cellule T SARS-CoV-2-reattive preesistenti sono state identificate in individui SARS-CoV-

2-non esposti, modulando potenzialmente il COVID-19 e gli esiti della vaccinazione. Qui,

forniamo prove che l'immunità funzionale delle cellule T CD4 memoria reattiva

incrociata contro la sindrome respiratoria acuta grave coronavirus 2 (SARS-CoV-2) è

stabilita nella prima infanzia, rispecchiando la sieroconversione precoce con il
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coronavirus umano stagionale OC43. Le risposte immunitarie umorali e cellulari contro

OC43 e SARS-CoV-2 sono state valutate in bambini SARS-CoV-2-non esposti (campioni

accoppiati all'età di due e sei anni) e negli adulti (di età compresa tra 26 e 83 anni). Le

risposte preesistenti delle cellule T CD4 reattive SARS-CoV-2- che mirano a picco,

nucleocapside e membrana erano strettamente legate alla frequenza delle cellule T CD4

memoria OC43-specifiche nell'infanzia. La qualità funzionale delle risposte delle

cellule T CD4 della memoria reattiva incrociata che mirano al picco di SARS-CoV-2, ma

non al nucleocapside, ha parallelo le risposte delle cellule T specifiche OC43. Gli anticorpi

OC43-specifici erano prevalenti già all'età di due anni. Tuttavia, non sono aumentati

ulteriormente con l'età, in contrasto con le grandezze anticorpali contro HKU1 (β-

coronavirus), 229E e NL63 (α-coronavirus), il rinovirus, il virus Epstein-Barr (EBV) e il virus

dell'influenza, che sono aumentati dopo i due anni. La qualità delle risposte delle cellule T

CD4 della memoria ha raggiunto il picco all'età di sei anni e successivamente è diminuita

con l'età, con una diminuzione dell'espressione di interferone (IFN)-γ, interleuchina (IL)-2,

fattore di necrosi tumorale (TNF) e CD38 nella tarda età adulta. Le differenze qualitative

dipendenti dall'età nelle risposte preesistenti delle cellule T reattive alla SARS-CoV-2

possono riflettere la capacità dell'ospite di controllare le infezioni da coronavirus e

rispondere alla vaccinazione.

Iscriviti agli avvisi PNAS.

Ricevi avvisi per nuovi articoli o ricevi un avviso quando un articolo viene citato.
GESTISCI GLI AVVISI

La rilevanza clinica delle cellule T reattive SARS-CoV-2 preesistenti è stata intensamente

dibattuta dalla scoperta di reazioni immunitarie contro questo virus in campioni raccolti prima

della pandemia di coronavirus 2019 (COVID-19) (1). Resta da definire se l'età influenza la

capacità funzionale di tali cellule T cross-reactive. Simile alla memoria specifica della SARS-CoV-

2- (m)CD4 cellule T (m)CD4+ (2-4), le cellule T mCD4 cross-reattiva e la recente infezione da

coronavirus umani stagionali (HCoV) sono state associate a una ridotta gravità del COVID-19 (1,

5-7). Pertanto, è stato suggerito che la mancanza di reattività incrociata potrebbe in parte

spiegare l'alta incidenza di COVID-19 grave e fatale tra gli anziani, in contrasto con la malattia

lieve o asintomatica più tipicamente osservata nei bambini. Qui abbiamo ipotizzato che il

potenziale ruolo benefico delle cellule T preesistenti SARS-CoV-2-reattiva potrebbe essere

influenzato dalla loro qualità funzionale in relazione all'età.
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Diverse linee di evidenza hanno dimostrato che le cellule T reattive SARS-CoV-2-preesistenti

sono probabilmente indotte da precedenti infezioni con HCoV stagionali che causano infezioni

respiratorie (8). Questi HCoV sono i α-coronavirus 229E e NL63, e il lignaggio A β-coronavirus

OC43 e HKU1 (9). Mentre le infezioni e le reinfezioni da HCoV si verificano per tutta la vita, la

malattia grave colpisce in modo sproporzionato i bambini e gli anziani (10). Gli epitopi delle

cellule T conservati sono stati identificati tra SARS-CoV-2 e diversi HCoV situati principalmente

all'interno delle proteine strutturali e funzionali (5, 6, 11, 12).

In risposta all'infezione da SARS-CoV-2, sono state osservate magnitudini inferiori di cellule T

specifiche per SARS-CoV-2 nei bambini e negli anziani rispetto agli adulti giovani/di mezza età

(13, 14), suggerendo caratteristiche dipendenti dall'età nella risposta immunitaria SARS-CoV-2.

È stato riportato che la frequenza delle cellule T di memoria SARS-CoV-2-reattiva preesistenti

diminuisce dalla prima alla tarda età adulta (5, 15, 16) ed è più alta nei bambini che negli adulti

(17), riflettendo potenzialmente la frequente esposizione agli HCoV in questa popolazione. Allo

stesso modo, è stato suggerito che la capacità funzionale delle cellule T mCD4 SARS-CoV-2-

reattiva preesistenti e l'avidità delle cellule T mCD4 specifiche per HCoV diminuisca con l'età

(5). Tuttavia, poiché gli studi che confrontano le risposte preesistenti alle cellule T SARS-CoV-2-

rettive e HCoV-specifiche mCD4 nei bambini e negli anziani sono in gran parte carenti, la

relazione tra immunità preesistente ed età, così come il loro ruolo nel COVID-19, rimane poco

chiara.

Sia le cellule T pandemiche SARS-CoV-2-specifiche che quelle stagionali HCoV-specifiche hanno

dimostrato di produrre prevalentemente le citochine della firma T helper 1 (Th1) IFN-γ, TNF e

IL-2 (18, 19). Mentre è stato descritto un profilo funzionale simile per le cellule T cross-reactive,

sono evidenti risultati contrastanti, mostrando una capacità funzionale limitata rispetto alle

cellule T di memoria specifiche della SARS-CoV-2 in buona fede (1, 18, 20) o suggerendo che la

qualità della risposta delle cellule T della memoria reattiva incrociata è dipendente dall'epitopo

(21, 22). Il proteoma SARS-CoV-2 è stato sottoposto a screening per epitopi di cellule T

immunogenici e cross-reattivi utilizzando campioni di convalescenza, saggi di proliferazione

delle cellule T e strumenti di previsione degli epitopi (23). Mentre questi approcci hanno

effettivamente dimostrato l'esistenza e l'ampiezza delle cellule T mCD4 SARS-reattive

preesistenti, non riescono a valutare il repertorio funzionale inalterato delle cellule T mCD4

cross-reattive che circolano negli individui SARS-CoV-2-non esposti.

Qui, abbiamo condotto uno studio completo delle risposte immunitarie reattive SARS-CoV-2

umorali e cellulari specifiche e cellularie e preesistenti di SARS-CoV-2 in coorti comprendenti

campioni di bambini non esposti a SARS-CoV-2, adulti giovani/di mezza età, anziani e
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convalescenti COVID-19 12 mesi dopo l'infezione per il confronto. Su quattro HCoV stagionali,

abbiamo scelto di studiare OC43, il prototipo del genere β-coronavirus, a cui appartiene SARS-

CoV-2 (9,24). La selezione si è basata sulla somiglianza di sequenza relativamente alta tra le

proteine strutturali di OC43 e SARS-CoV-2 e la prevalenza prevista di OC43 nelle popolazioni

dello studio (scandinave) e in altri paesi, tra cui Cina e Stati Uniti, con una diffusione epidemica

ogni secondo inverno (25-28).

Per imitare le caratteristiche dirette ex vivo del repertorio delle cellule T della memoria,

abbiamo condotto stimolazioni a breve termine, seguite dalla caratterizzazione funzionale e

fenotipica delle popolazioni di cellule T mCD4 specifiche dell'antigene rispondenti identificate

dall'espressione di marcatori indotti dall'attivazione (AIM). Questo approccio ci ha permesso di

caratterizzare in dettaglio la qualità funzionale delle risposte delle cellule T mCD4 contro

HCoV-OC43 e SARS-CoV-2 picco e nucleocapside in relazione all'età.

Risultati

Correlazione ravvicinata tra SARS-CoV-2 Spike-Reactive e Seasonal OC43 Spike-
Specific T Cell Responses.

Per studiare la relazione tra SARS-CoV-2-reattivo e le risposte stagionali delle cellule T

specifiche OC43, abbiamo raccolto campioni da donatori di sangue SARS-CoV-2 sieronegativi e

non vaccinati raccolti prima e dopo la pandemia fino a ottobre 2020 (di età compresa tra 26 e

77 anni, n = 63, Tabella 1 e Fig. 1A). Le risposte delle cellule T contro le regioni OC43 e SARS-

CoV-2 spike (S), membrana (M) e nucleocapsid (N) sono state valutate utilizzando megapool

peptidici definiti (Fig. 1A). Le risposte delle cellule T specifiche di OC43 contro S e N sono state

prontamente rilevate dai saggi FluoroSpot (IFN-γ) e AIM, mentre le risposte M-specifiche erano

di magnitudo significativamente inferiore (Fig. 1B e SI Appendice, Fig. S1A e B). Le risposte delle

cellule T reattive SARS-CoV-2 erano principalmente dirette alla regione S, con grandezze

significativamente più basse verso entrambe le regioni M e N (Fig. 1B e SI Appendice, Fig. S1B).

La percentuale di individui con una risposta positiva a OC43 S (65%) era superiore a quella

contro SARS-CoV-2 S (37%) ma non significativamente diversa (Appendice SI, Fig. S1B). Tuttavia,

l'entità, definita dal volume spot medio relativo (RSV), della risposta delle cellule T reattive

SARS-CoV-2 S è stata significativamente inferiore, rispetto alla risposta specifica OC43 S

(Appendice SI, Fig. S1C). L'analisi di correlazione ha fornito ulteriori prove di uno stretto legame

tra le risposte complessive SARS-CoV-2 S-, M- e N-reattivi e OC43 S-, M- e N-specifiche risposte

delle cellule T (Fig. 1D e Appendice SI, Fig. S1E). Sebbene gli anticorpi verso OC43 S fossero

facilmente rilevabili (Fig. 1C), i loro livelli non erano correlati con le risposte delle cellule T
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mCD4 contro OC43 S (Fig. 1E).+ 

Caratteristiche cliniche delle coorti di studio

Include 17 campioni di plasma accoppiati e 16 campioni PBMC accoppiati all'età di due e sei anni.

Include due individui sieropositivi SARS-CoV-2, esclusi da tutte le analisi ad eccezione della convalida dei risultati della
mappatura dell'epitopo SARS-CoV-2 (Appendice SI, Fig. S1G).

Adulti <60 anni e ≥60 anni di età, compresi i campioni dei donatori di sangue.

Distribuzione sessuale dei donatori con campioni PBMC disponibili.

Plasma disponibile per tutti i campioni raccolti dopo la pandemia.

Le comorbilità includevano ipertensione, cancro, artrite reumatoide, diabete, malattie polmonari, malattie cardiovascolari,
malattie renali e ictus.

Informazioni sulla vaccinazione non disponibili per due individui.

Punteggio di gravità definito nella sezione Materiali e metodi. y.o., anni. Convalescenti, 12 mo COVID-19 convalescenti. PBMC,
cellula mononucleare del sangue periferico. N/A, non applicabile o non disponibile.

Tabella 1.

Parametro

2

anni

6

anni

Donatori

di

sangue

Adulti

<60

anni

Adulti

≥60

anni

Convalescenza:

lieve
Convalescenza:

grave

n (% di donatori

di sangue)

19 29 65 [100

%]†

55 [84

%]‡

39 [36

%]‡

34 24

% pre-pandemia 100% 100% 54% 53% 38% 0% 0%

Sesso (% M) 53% 53% 45% 44% 36% 74% 88%

** **

* *

§ §
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*

†

‡

§

¶
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||

**
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Fig. 1.

2 APRI NEL VISUALIZZATORE



22-03-23, 17:51Cellule T CD4+ reattive incrociate funzionali SARS-CoV-2 stabilite nel declino della prima infanzia con l'età | PNAS

Pagina 6 di 33https://www.pnas.org/doi/10.1073/pnas.2220320120

Studio schema e mappatura delle risposte delle cellule T contro OC43 e SARS-CoV-2. (A) Schema del
disegno dello studio, delle coorti e della metodologia creata con BioRender.com. Le cellule sono state
stimolate con peptidi da 20 metri che coprono le proteine spike (S), membrana (M) e nucleocapsid (N) da
OC43 e SARS-CoV-2, seguite da analisi utilizzando IFN-γ FluoroSpot e citometria a flusso mediante gating
sulle cellule T CD69 CD40L (m)CD4 specif iche dell' I peptidi di controllo includevano peptidi ottimali
con restrizioni MHC-I- e MCH-II da SARS-CoV-2 (SARS-CoV-2 Opt) e CMV e un pool che combina peptidi da
CMV, EBV e influenza (CEF). Vedi Materiali e metodi per i dettagli. (B) Cambiamento di piega delle unità
medie di formazione dello spot (SFU media) rispetto al controllo negativo nei donatori di sangue (n = 60)
stimolati con megapool di peptidi OC43 o SARS-CoV-2. Test Kruskal-Wallis con il test post hoc di confronto
multiplo di Dunn. (C) Livelli plasmatici di IgG nei donatori di sangue (n = 52) rivolti alle regioni di picco 1
(S1) e 2 (S2) e emoagglutinina (HA) di OC43, nonché S1 di 229E, NL63 e HKU1. Test Kruskal-Wallis con il test
post hoc di confronto multiplo di Dunn. (D ed E) Correlazione di Spearman delle cellule T CD69 CD40L
mCD4 fornite come indice di stimolazione contro OC43 S rispetto a SARS-CoV-2 S (D; n = 60) o livelli
plasmatici di IgG anti-OC43-S (E; n = 49). È indicata la soglia per una risposta antigene specif ica positiva,
impostata a 1,5 (linea tratteggiata). (F) Peptidi immunogenici identif icati da FluoroSpot nei donatori di
sangue dopo la stimolazione con pool di matrice peptidica e singoli peptidi derivati da OC43. Presentato
come cambiamento di piega della SFU media rispetto al controllo negativo, con nome del peptide e
regione lungo l'asse x (RBD; dominio di legame del recettore).*, p < 0,05; **, p < 0,01; ***, p < 0,001; ****, p <
0,0001. Viene mostrata la soglia per una risposta positiva, impostata su 2 (linea tratteggiata). La mediana
(rosso scuro) è raff igurata quando applicabile.
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Attraverso la mappatura simultanea delle risposte delle singole cellule T contro OC43 e SARS-

CoV-2 (Fig. 1A), abbiamo identificato 56 peptidi immunogenici unici non precedentemente

descritti all'interno delle proteine S (n = 38), N (n = 17) e M (n = 1) di OC43 (Appendice SI, Tabella

S1 e Fig. 1F). Diversi peptidi derivati da OC43 erano altamente immunogenici, inducendo una

risposta positiva delle cellule T in cinque o più donatori, compresi i peptidi S-110, N-19, N-27, N-

33, N-35 e N-36 (Fig. Appendice 1F e SI, Tabella S1). Nove peptidi derivati da SARS-CoV-2 hanno

generato risposte reattive positive SARS-CoV-2 in almeno un donatore sieronegativo di SARS-

CoV-2, tra cui S-81, S-82, M-11 e N-11 (Appendice SI, Fig. S1F e Tabella S1). Due di questi epitopi

cross-reattivi, S-22 e S-26, sono influenzati da variazioni di aminoacidi (N211I, Δ212, V213G,

ins215EPE e G257S) identificate per la prima volta nelle varianti preoccupanti SARS-CoV-2

circolanti (VOC) Omicron BA.2 e BA.2.75. Diversi epitopi OC43 altamente immunogenici, in

particolare nel nucleocapside, non hanno indotto una risposta SARS-CoV-2-reattiva. Per

confermare la nostra capacità di rilevare la reattività SARS-CoV-2, è stata eseguita la mappatura

degli epitopi su due donatori di sangue sieropositivi SARS-CoV-2, in cui sono stati identificati 40

epitopi immunogenici (Appendice SI, Fig. S1G). Nel corso del tempo, sia le risposte delle cellule

T specifiche OC43 che quelle SARS-CoV-2-reattive contro S e N sono rimaste stabili a livello di

popolazione (SI Appendice, Fig. S1H).

Qualità funzionali e fenotipiche delle risposte alle cellule T mCD4 SARS-CoV-2 S-
reactive Mimic T Cell Responses contro OC43 S.

Sulla base dei risultati iniziali che suggeriscono un legame tra le frequenze delle risposte delle

cellule T specifiche OC43 e SARS-CoV-2-rettive, abbiamo poi studiato se le risposte delle cellule

T mCD4 antigene specifiche possedevano profili funzionali simili. A causa della bassa

frequenza delle risposte contro la proteina M, le analisi successive si sono concentrate sulle

risposte contro le proteine S e N. Le caratteristiche delle cellule T mCD4 sono state studiate

misurando l'espressione di cinque marcatori funzionali: IFN-γ, IL-2, TNF, CD107a e granzima B

(GzmB) (Fig. 2A e Appendice SI, Fig. S2A). I dati iniziali hanno rivelato che le qualità funzionali

delle risposte specifiche del citomegalovirus di controllo (CMV) erano chiaramente distinguibili

sia dalle cellule T OC43-specifiche che da quelle SARS-CoV-2-reattiva mCD4 , che non

mostravano alcuna espressione di CD107a o GzmB (Fig. 2A andSI Appendice, Fig. S2B). Non c'è

stata alcuna differenza significativa nei profili polifunzionali delle popolazioni di cellule T OC43

S-specifiche e SARS-CoV-2 S-reattiva mCD4 (Fig. 2A e Appendice SI, Fig. S2B). Tuttavia, quando

si analizza la proporzione di cellule che producono una singola citochina (Fig. 2B), c'è stata una

differenza significativa identificata nella grandezza dell'IFN-γ prodotta dalle due popolazioni

cellulari, quando accoppiate per donatore (Fig. 2C). Diverse combinazioni di sottoinsiemi di
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cellule T mono- e polifunzionali hanno separato le cellule T mCD4 OC43 N-specifiche dalle

cellule T mCD4 reattive SARS-CoV-2 N, suggerendo una ridotta capacità funzionale delle

risposte cross-reactive che mirano a questa proteina (Fig. 2 A e B e SI Appendice, Fig. S2 B e C).

Successivamente, abbiamo valutato se la reattività delle cellule T mCD4 indotta dai pool

peptidici riflettesse le singole risposte specifiche dell'epitopo. Rispetto ai singoli peptidi, i

megapool di peptidi OC43 S e OC43 N hanno indotto frequenze più elevate di cellule T IFN-γ e

IL-2 mCD4 (SI Appendice, Fig. S2D), suggerendo la reattività delle cellule T policlonali. Un'altra

+ 

+ 

Aspetti qualitativi di OC43 e immunità alle cellule T SARS-CoV-2 cross-reactive. (A) Profili funzionali delle
cellule T CD69 CD40L mCD4 . OC43 S, n = 39; SARS-CoV-2 S, n = 22; OC43 N, n = 45; SARS-CoV-2 N, n = 14;
SARS-CoV-2 Opt, n = 25; CMV, n = 52. Test di permutazione. Il nero rappresenta combinazioni funzionali che
appaiono solo in risposta al CMV. (B) cellule T mCD4 specif iche dell'antigene IFN-γ , IL-2 e TNF . Test
Kruskal-Wallis con il test post hoc di confronto multiplo di Dunn. (C) Confronti accoppiati di cellule T
mCD4 reattive SARS-CoV-2-2+ specif iche e T SARS-CoV-2 e T T preesistenti, n = 21. Wilcoxon matched-
pairs signed-rank test. (D) Cambiamento di piega delle unità medie di formazione spot (SFU media),
rispetto al controllo negativo, acquisita mediante saggio IFN-γ FluoroSpot dopo la stimolazione con
concentrazioni decrescenti di peptidi. La linea nera rappresenta la media; le linee grigie rappresentano le
risposte dei singoli donatori. Vengono fornite le sequenze peptidiche OC43 e SARS-CoV-2 e la sequenza di
riferimento per ciascuno degli altri HCoV. –, rappresenta l'omologia della sequenza; ., indica un divario. *, p
< 0,05; **, p < 0,01; ***, p < 0,001; ****, p < 0,0001. La mediana (rosso scuro) è raff igurata quando applicabile.

Fig. 2.
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importante misura funzionale è la quantità di antigene necessaria per indurre una risposta

delle cellule T, che può essere valutata come avidità funzionale. Abbiamo osservato

un'associazione tra l'avidità funzionale delle risposte delle cellule T cross-reactive e il grado di

somiglianza di sequenza tra le sequenze SARS-CoV-2 testate e le sequenze di peptidi S e N

OC43 (Fig. 2D), dove una maggiore somiglianza di sequenza era associata a una minore

quantità di antigene necessaria per indurre una risposta.

La capacità funzionale delle cellule T è strettamente interconnessa con i modelli di espressione

combinati di marcatori di checkpoint immunitari di attivazione, stimolazione e inibitorio che

definiscono i sottoinsiemi delle cellule T che rispondono. Mentre il test di permutazione non ha

rivelato differenze fenotipiche significative tra le risposte delle cellule T mCD4 reattive a OC43

S e SARS-CoV-2 S, sono state osservate differenze significative tra le popolazioni di cellule T N

specifiche (SI Appendice, Fig. S2E). Tuttavia, quando si confrontano le risposte separatamente

per ciascun marcatore e accoppiate per donatore, le cellule T SARS-CoV-2 S-reattiva hanno

espresso modestamente, ma significativamente, livelli più elevati di TIGIT rispetto alle loro

controparti OC43 S-specifiche (Appendice SI, Fig. S2F). La differenza fenotipica tra OC43 N-

specifico e le cellule T SARS-CoV-2 N-reattiva mCD4 è stata apparentemente guidata da una

moderata diminuzione dell'espressione della molecola inibitoria PD-1 da parte delle cellule

SARS-CoV-2-reattive (SI Appendice, Fig. S2F). In conclusione, il fenotipo delle risposte delle

cellule T mCD4 reattive SARS-CoV-2 S assomiglia alla risposta contro OC43 S.

Aumento della capacità funzionale delle cellule T mCD4 specifiche per OC43 dopo
l'infezione da SARS-CoV-2.

Per studiare l'impatto dell'infezione da SARS-CoV-2 sulla qualità delle risposte delle cellule T

mCD4 contro OC43, abbiamo analizzato campioni da 58 convalescenti COVID-19 12 mesi dopo

l'infezione rispetto ai donatori di sangue sieronegativi SARS-CoV-2 (Tabella 1). L'infezione da

SARS-CoV-2 non ha indotto alcuna differenza significativa nelle grandezze delle risposte delle

cellule T specifiche di OC43 (Fig. Appendice 3A e SI, Fig. S3A) o per gli antigeni di controllo CMV

e CEF, cioè CMV, virus Epstein-Barr (EBV) e influenza (virus influenzale) (Fig. 3A). Tuttavia, sono

state osservate differenze significative nei profili polifunzionali delle risposte delle cellule T

mCD4 alle regioni OC43 S e N tra donatori di sangue e convalescenti (Fig. Appendice 3B e SI,

Fig. S3B). Le cellule T dirette contro OC43 S erano più inclini a produrre IL-2 e TNF nei

convalescenti, rispetto ai donatori di sangue sieronegativi (Appendice SI, Fig. S3C). Le risposte

delle cellule T mCD4 specifiche per SARS-CoV-2 di recente indotta nei convalescenti erano

altamente polifunzionali, in particolare contro la regione S, e mostravano chiare differenze

significative rispetto alle risposte contro OC43 S e N (Fig. Appendice 3B e SI, Fig. S3 B–D). Le
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cellule T mCD4 S-specifiche SARS-CoV-2 erano più polifunzionali (IFN-γ, IL-2 e TNF) e di

magnitudo superiore rispetto alle cellule S specifiche OC43 (Appendice SI, Fig. S3 B ed E). Al

contrario, le risposte N-specifiche SARS-CoV-2 erano meno polifunzionali delle risposte N-

specifiche OC43 e hanno prodotto quantità inferiori di IFN-γ e TNF ma non IL-2 (Appendice SI,

Fig. S3B ed E). Tuttavia, come le nostre osservazioni nei donatori di sangue (Fig. 2D), i

convalescenti COVID-19 hanno mostrato un'avidità funzionale comparabile tra epitopi abbinati

di SARS-CoV-2 e OC43 sia da S che da N (Appendice SI, Fig. S3F). In tutto, le cellule T specifiche

SARS-CoV-2 S-, ma non SARS-CoV-2 N-, hanno mostrato una capacità funzionale elevata rispetto

a OC43, dopo l'infezione da SARS-CoV-2.

+ 

Immunità cellulare e umorale contro OC43 e SARS-CoV-2 in convalescenti post-COVID-19 di 12 mesi. (A)
Indice di stimolazione delle cellule T CD69 CD40L mCD4 in donatori di sangue sieronegativi SARS-CoV-
2 (n = 60) e 12 mesi di convalescenti post-COVID-19 (n = 58, ad eccezione di OC43 M, n = 9, e SARS-CoV-2 M,
n = 14). La linea tratteggiata raff igura la soglia, impostata a 1,5, per una risposta antigene specif ica positiva.

Fig. 3.
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Successivamente, abbiamo analizzato se la gravità lieve rispetto a quella grave del COVID-19 ha

avuto un impatto sull'immunità umorale o cellulare. Non sono state rilevate differenze nella

risposta anticorpale contro OC43 (Fig. 3C) o qualsiasi altro HCoV (Appendice SI, Fig. S3G), e le

frequenze delle risposte alle cellule T mCD4 specifiche OC43 S- o N- erano simili tra i gruppi

convalescenti (Fig. Appendice 3D e SI, Fig. S3H). Il gruppo convalescente COVID-19 lieve aveva

una frequenza significativamente più alta di cellule T mCD4 che riconoscevano OC43 S-92 che,

insieme al suo corrispondente peptide SARS-CoV-2 S-82 (5, 22), è stato identificato come

immunogenico nella mappatura dell'epitopo (Fig. 1F e Appendice SI, Fig. S1F e Tabella S1).

Come previsto, i convalescenti che avevano sofferto di malattia grave, rispetto alla malattia

lieve, avevano frequenze più elevate di cellule T mCD4 specifiche per SARS-CoV-2- (Fig.

Appendice 3D e SI, Fig. S3H). Le grandezze delle risposte delle cellule T specifiche per la SARS-

CoV-2 erano correlate con le cellule T mCD4 specifiche di OC43 S e N, con la correlazione

guidata dalle risposte in soggetti che avevano sperimentato una lieve infezione da SARS-CoV-2

(Fig. Appendice 3E e SI, Fig. S3I). La valutazione dettagliata della capacità funzionale delle cellule

T che rispondono ha mostrato che il gruppo convalescente lieve COVID-19 aveva frequenze più

elevate di risposte polifunzionali delle cellule T mCD4 specifiche per SARS-CoV-2 e una

maggiore magnitudo di cellule produttrici di IFN-γ, rispetto al gruppo grave (Fig. 3 F e G e SI

Appendice, Fig. S3 J e K). In sintesi, i convalescenti che avevano sperimentato una malattia

COVID-19 più lieve avevano cellule T mCD4 specifiche per SARS-CoV-2 più funzionalmente

attive che erano collegate alle loro risposte contro OC43.

Ridotta la reattività delle cellule T contro OC43 e SARS-CoV-2 associata all'età
avanzata.

Per studiare il ruolo dell'età sulla quantità e la qualità delle cellule T mCD4 specifiche per OC43

e SARS-CoV-2-reattive, abbiamo stratificato gli adulti sieronegativi SARS-CoV-2 in base all'età in

due gruppi: adulti <60 e ≥60 anni. (Tabella 1). Tutti i soggetti avevano livelli complessivamente

Test Mann-Whitney. (B) Profili funzionali delle cellule T mCD4 identif icate OC43-specif iche e SARS-CoV-2-
reattiva contro S in donatori di sangue e 12 mesi di convalescenti. OC43 S (donatori di sangue), n = 39;
OC43 S (convalescenti), n = 43; SARS-CoV-2 S (donatori di sangue), n = 22; SARS-CoV-2 S (convalescenti), n =
56. Test di permutazione. (C) Livelli plasmatici di IgG mirati a SARS-CoV-2 e HCoV-OC43 in convalescenti
lievi (n = 34) o gravi (n = 24) 12 mo (S-810, posizione aminoacidica 810 in S). Test Mann-Whitney. (D) Indice
di stimolazione delle cellule T CD69 CD40L mCD4 in convalescenti lievi (n = 34) e gravi (n = 24) 12 mo.
SARS-CoV-2 S-82 e il corrispondente peptide OC43 S-92 sono peptidi singoli immunogenici identif icati
durante la mappatura degli epitopi. Test Mann-Whitney. (E) Correlazione di Spearman tra l'indice di
stimolazione delle cellule T mCD4 specif iche di CD69 CD40L OC43 e SARS-CoV-2 contro la regione S in
12 convalescenti lievi e gravi. (F) Funzione delle cellule T mCD4 S-specif iche SARS-CoV-2 rilevate in
convalescenti lievi (n = 32) e gravi (n = 24) 12 mo. Test di permutazione. (G) Confronto di IFN-γ , IL-2 e TNF
tra cellule T mCD4 S-specif iche SARS-CoV-2 da convalescenti lievi (n = 32) e gravi (n = 24) 12 mesi. Test di
Mann-Whitney. *, p < 0,05; **, p < 0,01; ***, p < 0,001; ****, p < 0,0001. La mediana (rosso scuro) è raff igurata
quando applicabile.
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simili di anticorpi contro OC43, altri HCoV, rhinovirus, EBV e virus influenzale (SI Appendice, Fig.

S4A), così come le risposte delle cellule T contro i pool di peptidi CMV e CEF (Fig. 4A). Le

grandezze delle cellule T mCD4 specifiche di OC43 contro le regioni S e N sono diminuite

significativamente negli adulti ≥60 anni, mentre la minore frequenza delle cellule T mCD4

reattive SARS-CoV-2- non ha raggiunto la significatività (Fig. Appendice 4A e SI, Fig. S4B).

L'analisi funzionale e fenotipica dettagliata ha rivelato differenze sostanziali nelle risposte delle

cellule T contro OC43 S, OC43 N e SARS-CoV-2 S (Fig. 4B e SI Appendice, Fig. S4C), confermato

dall'analisi della componente principale (PCA), che mostra una chiara segregazione delle cellule

T mCD4 tra i due gruppi di età (Fig. Appendice 4C e SI, Fig. S4D). Le differenze nelle risposte

delle cellule T mCD4 specifiche di OC43 S tra i gruppi sono state motivate da livelli

significativamente diminuiti di IFN-γ, IL-2 e TNF negli adulti ≥60 anni. (Fig. 4B). Il fenotipo delle

cellule che rispondono è rimasto invariato, ad eccezione di una diminuzione dell'espressione di

CD226 negli adulti ≥60 y.o. Gli stessi modelli osservati nelle cellule T mCD4 specifiche di OC43

S sono stati visualizzati dalle cellule T MCD4 specifiche OC43 N e SARS-CoV-2 S-reattiva nei

giovani/di mezza età rispetto agli adulti più anziani, con l'aggiunta di un aumento

dell'espressione 2B4 nella popolazione anziana. Nonostante le frequenze più basse di mCD4

specifico di OC43 negli adulti ≥60 anni, la correlazione tra la reattività delle cellule T mCD4

contro OC43 e SARS-CoV-2 è stata mantenuta in questo gruppo (Appendice SI, Fig. S4E). In

tutto, abbiamo dimostrato qualità funzionali diminuite delle risposte delle cellule T specifiche di

OC43, che sono imitate dalle risposte delle cellule T reattive incrociate contro la SARS-CoV-2

negli adulti di età superiore ai 60 anni.

+ 

+

+ 

+ 

+ 

+ 

+

+

Fig. 4.

2 APRI NEL VISUALIZZATORE



22-03-23, 17:51Cellule T CD4+ reattive incrociate funzionali SARS-CoV-2 stabilite nel declino della prima infanzia con l'età | PNAS

Pagina 13 di 33https://www.pnas.org/doi/10.1073/pnas.2220320120

Le risposte delle cellule T SARS-CoV-2-reactive e OC43-Specific sono strettamente
legate nei bambini.

Poiché i bambini generalmente sperimentano sintomi lievi dall'infezione da SARS-CoV-2,

abbiamo quindi valutato l'immunità umorale e cellulare in una coorte pre-pandemia di bambini

costituiti da campioni accoppiati di due e sei anni, rispetto agli adulti <60 anni. (Tabella 1). Già

all'età di due anni, la maggior parte dei bambini aveva sviluppato anticorpi contro OC43 e non

Impatto dell'età avanzata sull'immunità delle cellule T reattive SARS-CoV-2-specif ica e preesistente di
OC43. (A) Indice di stimolazione delle cellule T CD69 CD40L mCD4 negli adulti sieronegativi SARS-CoV-2
<60 anni. (OC43 S, SARS-CoV-2 S, n = 55; OC43 N, n= 53; SARS-CoV-2 N, n = 54; SARS-CoV-2 Opt, n = 46; CMV,
n = 49; CEF, n = 48) e adulti ≥60 anni. (OC43 S, SARS-CoV-2 N, n = 39; OC43 N, SARS-CoV-2 S, n = 38; SARS-
CoV-2 Opt, n = 33; CMV, n = 32; CEF, n = 27). La linea tratteggiata raff igura la soglia per una risposta
positiva. Test Mann-Whitney. (B) Funzione e fenotipo delle cellule T mCD4 reattive a SARS-CoV-2 S-
specif iche e preesistenti. Test Mann-Whitney. (C) Analisi del componente principale (PC) dei marcatori
funzionali e fenotipici tra le cellule T mCD4 antigene specif iche. OC43 S (<60 anni), n = 38; OC43 S (≥60
anni), n = 20; SARS-CoV-2 S (<60 anni), n = 21; SARS-CoV-2 S (≥60 anni), n = 13. *, p < 0,05; **, p < 0,01; ***, p <
0,001; ****, p < 0,0001 La mediana (rosso scuro) è raff igurata quando applicabile.
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sono state osservate differenze statisticamente significative tra le magnitudini della risposta

umorale di OC43 all'età di due anni, sei anni e in età adulta (SI Appendice, Fig. S5A). Le

grandezze delle risposte umorali contro il β-coronavirus HKU1 e il rinovirus sono aumentate

significativamente dall'età di due anni all'età adulta, mentre le risposte contro i α-coronavirus

(229E e NL63) sono aumentate significativamente tra i due e i sei anni e tra i sei anni e l'età

adulta, così come le S5 A e B).

In contrasto con la risposta umorale OC43, sono state osservate maggiori grandezze rilevate

dall'indice di stimolazione delle cellule T mCD4 specifiche di OC43, sia contro le regioni S che

N, nei bambini all'età di sei anni rispetto agli adulti <60 anni. (Fig. 5A). Inoltre, la frequenza, ma

non l'indice di stimolazione, delle cellule T mCD4 N-specifiche di OC43 è aumentata durante

l'infanzia (Fig. 5A). Non sono state osservate differenze nelle frequenze delle popolazioni di

cellule T reattive OC43 S-specifiche o SARS-CoV-2 S- e N-reattiva tra i due e i sei anni (Fig. 5A). Le

risposte delle cellule T mCD4 specifiche OC43 sono state imitate dalle risposte delle cellule T

reattive SARS-CoV-2-, come dimostrato dalla stretta correlazione tra le risposte dirette verso

questi antigeni (Fig. 5B). La correlazione è stata rafforzata tra i due e i sei anni per i pool di

peptidi S e N, nonché per il peptide individuale SARS-CoV-2 S-82 e il suo corrispondente peptide

OC43 S-92 (Fig. 5B), sebbene le magnitudini di ciascuna risposta antigene-specifica siano

rimaste stabili (SI Appendice, Fig. S5C). Nel complesso, questi risultati indicano una

maturazione delle risposte delle cellule T mCD4 contro OC43, legata alla reattività cross-

reattiva a SARS-CoV-2 S e N, nei bambini di età compresa tra due e sei anni.
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Per far luce sui profili funzionali e fenotipici del pool di cellule T rispondenti nei bambini di due

e sei anni, abbiamo analizzato il livello di espressione di 10 marcatori funzionali e fenotipici (Fig.

Appendice 5C e SI, Fig. S5D). Tra i due e i sei anni, le cellule T mCD4 specifiche di OC43 S hanno

mostrato un aumento significativo della loro capacità di produrre IFN-γ, IL-2 e TNF (Fig. 5C). Allo

I marcatori funzionali e fenotipici distinguono le risposte delle cellule T all'età di due e sei anni. (A) Indice
di stimolazione delle cellule T CD69 CD40L mCD4 in 2 anni (n = 17), 6 anni (OC43 S, SARS-CoV-2 S, SARS-
CoV-2 N, n = 16; OC43 N, n = 15), e adulti <60 anni (OC43 S, SARS-CoV-2 S, n = 55; OC43 N, n= 53; SARS-CoV-2
N, n = 54). Test Kruskal-Wallis con il test post hoc di confronto multiplo di Dunn. (B) Correlazione di
Spearman tra l'indice di stimolazione delle cellule T mCD4 antigene specif iche nei bambini. Pannelli di
sinistra (blu), 2 anni ; Pannello destro (arancione), 6 anni ; OC43 S e SARS-CoV-2 S, epitopo OC43 S-92 e
corrispondente epipo SARS-CoV-2 S-82, OC43 N e SARS-CoV-2 N. (C) Funzione e fenotipo delle cellule T
mCD4 S-reattiva OC43 S-specif iche e SARS-CoV-2 nei bambini di età compresa tra due e sei anni.
OC43 S (2 anni), n = 15; OC43 S (6 anni), n = 15; SARS-CoV-2 S (2 anni), n = 6; SARS-CoV-2 S (6 anni), n = 10.
Test Mann-Whitney. (D) Analisi del componente principale (PC) dei marcatori funzionali e fenotipici delle
cellule T mCD4 SARS-CoV-2-reattiva OC43-specif iche e preesistenti in bambini di 2 e 6 anni. OC43 S (2
anni), n = 15; OC43 S (6 anni), n = 15; SARS-CoV-2 S (2 anni), n = 6; SARS-CoV-2 S (6 anni), n = 10. *, p < 0,05; **,
p < 0,01; ***, p < 0,001; ****, p < 0,0001. La mediana (rosso scuro) è raff igurata quando applicabile.
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stesso tempo, l'espressione di CD38 è diminuita rispetto agli alti livelli osservati all'età di due

anni. I livelli di espressione mediana di CD38 all'età di sei anni erano ancora più del doppio di

quelli della popolazione adulta in risposta a OC43 S, OC43 N e SARS-CoV-2 S (SI Appendice, Fig.

S5F). Ulteriori differenze significative includevano una maggiore espressione del recettore

attivante CD226, mentre la sua controparte inibitoria, TIGIT, è diminuita tra l'infanzia e l'età

adulta (Fig. Appendice 5C e SI, Fig. S5D). Un PCA ha confermato la segregazione delle

popolazioni di cellule T mCD4 specifiche di OC43 all'età di due e sei anni, pesando i marcatori

funzionali alti nella separazione ed evidenziando il ruolo dei marcatori fenotipici Ki-67 e HLA-DR

(Fig. 5D). Osservazioni simili sono state fatte in risposta a OC43 N (Appendice SI, Fig. S5 D ed E).

Le risposte delle cellule T mCD4 cross-reactive contro la SARS-CoV-2 S hanno mostrato una

maggiore capacità di produrre IFN-γ tra i due e i sei anni, sebbene i valori non fossero

significativi (Fig. 5C). L'aumento visivo dell'espressione di CD226 e la diminuzione

dell'espressione di CD38 non erano significativi tra i bambini di due e sei anni (Fig. 5C), ma

significativo rispetto al gruppo adulto (SI Appendice, Fig. S5F), mostrando così che la funzione e

il fenotipo delle cellule T mCD4 reattive SARS-CoV-2- assomigliano molto a quelli delle cellule T

mCD4 specifiche OC43.

OC43-Specific and Cross-Reactive mCD4 T Cell Responses from Childhood to Late
Adulthood.

Infine, abbiamo studiato in dettaglio come le qualità funzionali e fenotipiche della cellula T

mCD4 che risponde sono cambiate con l'età dall'infanzia (6 anni) fino alla tarda età adulta (fino

agli 83 anni). La percentuale di donatori con cellule T mCD4 che rispondono a OC43 e SARS-

CoV-2 S e/o N è diminuita significativamente dall'età di sei anni agli adulti ≥60 anni. (Appendice

SI, Fig. S6A). Una diminuzione significativa è stata osservata anche per le risposte contro la

SARS-CoV-2 dall'età di sei anni agli adulti <60 anni. Compresi tutti i campioni dall'età di sei anni

durante l'età adulta, abbiamo osservato una correlazione inversa tra l'età e la frequenza delle

cellule T mCD4 specifiche di OC43 S- e N (Fig. Appendice 6A eSI, Fig. S6B). La diminuzione delle

cellule T specifiche OC43 è stata riflessa anche dalle cellule T mCD4 reattive SARS-CoV-2 (Fig.

6A), ma non dalla bassa frequenza delle cellule T mCD4 N-specifiche (SI Appendice, Fig. S6B).
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Successivamente abbiamo eseguito una riduzione dimensionale della dimensionalità Uniform

Manifold Approximation and Projection (UMAP) per studiare la gamma di fenotipi nelle attuali

popolazioni OC43-specifiche e SARS-CoV-2-reative in tutte le fasce di età (Fig. 6 B e C). In

particolare, abbiamo identificato un notevole accumulo nella regione superiore della struttura

UMAP, che corrispondeva a cellule con un fenotipo polifunzionale produttore di citochine

(TNF , IL-2 , IFN-γ+) (Fig. 6D). Anche la distribuzione delle cellule è stata fortemente influenzata

Funzione superiore delle cellule T CD4 reattive SARS-CoV-2 S-specif iche e preesistenti di OC43 S nei
bambini rispetto all'età adulta. (A) Correlazione di Spearman tra l'età e l'indice di stimolazione delle cellule
T CD69 CD40L mCD4 antigene specif iche. OC43 S, n = 110; SARS-CoV-2 S, n = 109. (B) Tracciato UMAP di
contorno di cellule T mCD4 alla rinfusa e antigene-specif iche da quattro donatori rappresentativi di ogni
fascia di età. 6 anni (n = 16), adulti di età < 60 (n = 46) e adulti di età ≥ 60 (n = 39). (C) Grafici UMAP della
distribuzione delle popolazioni di cellule T mCD4 antigene-specif iche (colore) sovrapposte alla
popolazione di cellule T mCD4 in massa (grigio). (D) Grafici UMAP che mostrano l'espressione di
marcatori misurati. (E) Visualizzazione di cluster di cellule identif icati da PhenoGraph. (F) Mappa di calore
di clustering gerarchico dell'espressione del marcatore relativo attraverso ciascun cluster di celle da (E). (G)
Percentuale di cellule di ogni fascia di età e popolazione antigene-specif ica che risiedono in ciascun
cluster da (E).
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dall'espressione di CD38. C'era una tendenza per i sei anni di bambini ad avere più cellule T

CD38 mCD4 rispetto al gruppo di anziani (Fig. 6 C e D). Successivamente, abbiamo usato

PhenoGraph per identificare i cluster definiti da modelli di co-espressione dei marcatori (Fig. 6

E e F) e quantificato la distribuzione a grappolo delle cellule T OC43-specifiche e SARS-CoV-2-

reattiva mCD4 di ciascun gruppo (Fig. 6G). Come rivelato da questa analisi, il cluster 13

arricchito di citochine conteneva le cellule T mCD4 più antigen-specifiche ed era il meno

frequente negli adulti ≥60 anni. (Fig. 6G). Inoltre, i cluster 1 e 7 sono stati caratterizzati da una

maggiore espressione di CD38 (Fig. 6F) e conteneva alte frazioni di cellule T mCD4 di sei figli di

anno (Fig. 6G), mentre il cluster 4 è stato definito da un'espressione CD38 bassa e

un'espressione 2B4/HLA-DR relativamente più alta (Fig. 6F), che è stato osservato solo tra i

donatori anziani (Fig. 6G). Cluster 6, definito da un'espressione più alta di PD-1 e da

un'espressione moderata di CD226 (Fig. 6F), è stato raramente rilevato nei bambini all'età di sei

anni (Fig. 6G). La distribuzione a grappolo delle cellule T OC43-specifiche e SARS-CoV-2-reattiva

mCD4 di ciascun gruppo era simile (Fig. 6G). Nel complesso, le nostre analisi dimostrano che le

risposte polifunzionali sono generate in tutti i gruppi di età, con il gruppo anziano che ha la

distribuzione relativamente più bassa delle cellule T mCD4 in cluster altamente funzionali.

Discussione

Il COVID-19 manifesta un profilo clinico che è generalmente lieve nei bambini e ha maggiori

probabilità di causare malattie gravi negli anziani. Le risposte delle cellule T CD4

precedentemente indotte contro gli HCoV stagionali (11, 22, 29, 30) potrebbero fornire efficaci

risposte alle cellule T cross-reactive (1, 5). L'effetto benefico suggerito delle risposte delle cellule

T cross-reactive si riferisce alla loro associazione con l'infezione da SARS-CoV-2 (1, 5–7) e

all'esito della vaccinazione (5, 22, 31). La qualità delle cellule T cross-reactive preesistenti in

associazione con HCoV e età non è stata valutata. Abbiamo eseguito una mappatura completa

dell'epitopo delle cellule T mCD4 specifiche per HCoV-OC43 e SARS-CoV-2-reattiva e abbiamo

identificato epitopi immunogenici. Successivamente, valutando a fondo le cellule T mCD4

preesistenti SARS-CoV-2-reattiva in relazione alle risposte stagionali delle cellule T specifiche

dell'OC43, dalla prima infanzia (2 anni) alla tarda età adulta (83 anni), abbiamo fatto ulteriore

luce sulla natura di queste risposte in relazione all'età. Le risposte preesistenti delle cellule T

CD4 SARS-CoV-2-reactive che mirano alle proteine strutturali spike, nucleocapsid e membrana

sono state collegate alla frequenza delle risposte delle cellule T, ma non ai titoli anticorpali,

contro OC43. Il profilo funzionale delle cellule T mCD4 SARS-CoV-2-reattive preesistenti che

hanno preso di mira il picco, ma non il nucleocapside, rispecchiava strettamente l'immunità

delle cellule T specifiche OC43. L'immunità preesistente alle cellule T mCD4 SARS-CoV-2-
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reattiva era inversamente correlata all'età, con un picco all'età di sei anni e una funzionalità in

declino con l'età avanzata. Collettivamente, i nostri risultati suggeriscono che le cellule T SARS-

CoV-2 reattive preesistenti indotte da precedenti incontri con OC43, e forse gli altri HCoV

stagionali, sono influenzate dall'età e potrebbero avere un impatto sul controllo precoce della

SARS-CoV-2 e sulla risposta alla vaccinazione.

Identificando simultaneamente le risposte delle cellule T SARS-CoV-2-reactive e OC43-specifiche

alle proteine strutturali S, M e N, abbiamo dimostrato una stretta relazione tra le popolazioni di

cellule T mCD4 . Negli adulti, i nostri dati hanno confermato che le risposte delle cellule T

OC43-specifiche e SARS-CoV-2-reactive rimangono stabili nel tempo (32). Mentre la maggior

parte degli adulti ha avuto risposte contro OC43 S e N, le risposte cross-reactive hanno preso di

mira più frequentemente la S piuttosto che la regione N, come mostrato sia a livelli di proteine

che di epitopi. I nostri risultati sono supportati da una recente scoperta in silico, che suggerisce

che le proteine strutturali S, seguite da N, di OC43 hanno la più alta identità di sequenza per

SARS-CoV-2, rispetto a tutti gli altri HCoV (33). Nel complesso, le frequenze di entrambe le

cellule T SARS-CoV-2 S-reactive e OC43 S-specifiche sono state inversamente correlate con l'età,

corroborando i risultati di Loyal et. al. (5). Questi dati supportano la nostra ipotesi che la

risposta delle cellule T contro OC43 possa influire sulla risposta contro la SARS-CoV-2

dall'infanzia fino alla tarda età adulta. Questa nozione è rafforzata dai profili polifunzionali e

fenotipici delle cellule T mCD4 reattive SARS-CoV-2 S che non sono diversi da quelli delle

cellule T S-specifiche OC43. Al contrario, le cellule T mCD4 N-reattiva SARS-CoV-2 avevano una

ridotta capacità di produrre IFN-γ, IL-2 e TNF, rispetto alle cellule T mCD4 specifiche OC43 N.

La capacità funzionale disparata delle cellule T mCD4 cross-reactive che prendono di mira

diverse proteine o epitopi fornisce informazioni, oltre alle considerazioni tecniche discusse di

seguito, sul motivo per cui alcuni studi hanno rilevato un legame tra le cellule T SARS-CoV-2

preesistenti e l'esito della malattia dopo l'infezione da SARS-CoV-2 (1, 5, 6), mentre altri Infine,

valutando la reattività delle cellule T in una coorte di controllo convalescente COVID-19,

abbiamo anche osservato che il gruppo che aveva sperimentato una malattia più lieve, rispetto

alla malattia grave, mostrava cellule T mCD4 SARS-CoV-2-specifiche che erano più

polifunzionali e strettamente correlate con le loro risposte specifiche OC43.

A livello di epitopo, nei donatori di sangue SARS-CoV-2-non esposti, abbiamo identificato

numerosi epitopi OC43 e abbiamo confermato il potenziale di reattivo incrociato degli epitopi

SARS-CoV-2 S-81 (aa 801 a 820) e S-82 (aa 811 a 830) (5, 21, 22), un epitopo anch'esso preso di È

stata osservata una limitata reattività incrociata tra le regioni N, ma N-11 precedentemente

identificato (aa da 101 a 120) è stato tra i peptidi cross-reattivi più immunogenici nella nostra

+

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 



22-03-23, 17:51Cellule T CD4+ reattive incrociate funzionali SARS-CoV-2 stabilite nel declino della prima infanzia con l'età | PNAS

Pagina 20 di 33https://www.pnas.org/doi/10.1073/pnas.2220320120

coorte di donatori di sangue (29, 36). Quando abbiamo valutato l'avidità funzionale dei peptidi

più immunogenici in relazione alla sequenza aminoacidica, abbiamo osservato un'associazione

tra la somiglianza della sequenza OC43 e SARS-CoV-2 e il potenziale per le cellule T di

riconoscere in modo incrociato gli epitopi tra OC43 e SARS-CoV-2. Inoltre, abbiamo confermato

che la maggior parte degli epitopi immunogenici reattivi cross-reattivi definiti, tra cui S-81, S-82

e N-11, non sono stati influenzati dalle variazioni aminoacidiche identificate nei COV SARS-CoV-

2 circolanti. Pertanto, tali cellule T SARS-CoV-2-reattiva potrebbero fornire un aiuto

immunologico, un'ipotesi che dovrà essere valutata in studi futuri. Vale la pena ricordare che

una parte delle risposte cross-reactive non è probabile che sia di origine coronavirus, ad

esempio, batteri commensali (1, 37). Ulteriori fattori, come la somiglianza della sequenza,

l'elaborazione e la presentazione dei peptidi e la frequenza della molecola HLA presente nella

popolazione, influenzeranno anche la reattività incrociata.

Gli anticorpi OC43-specifici sono stati prontamente rilevati nei bambini all'età di due anni, con

magnitudini paragonabili a quelle a sei anni e agli adulti. Questo conferma OC43 come

infezione infantile e HCoV stagionale comune in Scandinavia (26). Al contrario, le risposte

immunitarie umorali contro il β-coronavirus HKU1, così come gli α-coronavirus 229E e NL63,

sono aumentate significativamente tra l'infanzia e l'età adulta, riflettendo la loro diffusione

meno comunemente nei bambini piccoli (25-27). Mentre la frequenza delle risposte delle cellule

T mCD4 specifiche di OC43 è rimasta stabile tra i due e i sei anni, la loro capacità funzionale è

stata migliorata all'età di sei anni. È importante sottolineare che abbiamo dimostrato che i

profili funzionali e fenotipici della popolazione di cellule T mCD4 specifiche di OC43 erano

condivisi dalle cellule T mCD4 reattive preesistenti alla SARS-CoV-2-. Considerando che il tasso

di mortalità nei bambini è il più basso dai cinque ai nove anni e più alto nei bambini più piccoli

(38), i nostri risultati implicano che le cellule T mCD4 reattive incrociate possono avere un

ruolo nel controllo dell'infezione da SARS-CoV-2 nei bambini, insieme ad altri fattori ipotizzati,

tra cui la loro minore prevalenza di comorbilità, i distinti

Quando abbiamo studiato la funzione delle cellule T in relazione alle molecole attivanti e

inibitorie espresse dalle popolazioni di cellule T specifiche di OC43 e SARS-CoV-2-reattive per

tutta la vita, abbiamo scoperto che l'età, piuttosto che la specificità, era il fattore di

delineazione. L'analisi del clustering ha evidenziato che la stragrande maggioranza delle cellule

T mCD4 specifiche per OC43 e SARS-CoV-2-reattiva erano contenute all'interno di un cluster di

cellule produttrici di citochine, esprimendo livelli moderati della molecola inibitoria PD-1 e della

molecola attivante CD226. La popolazione di cellule T produttrici di citochine è stata

sostanzialmente diminuita negli anziani (≥60 anni fa). Nei bambini, la popolazione più comune
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senza la capacità di produrre citochine è stata definita dall'alta espressione di CD38 e dai livelli

moderati delle molecole inibitorie PD-1 e TIGIT. Questo risultato è in linea con l'alta frequenza

delle cellule T centrali mCD4 che esprimono CD38 nei bambini rispetto agli adulti (42,43). Oltre

al suo ruolo nell'attivazione e nella proliferazione dopo l'infezione, CD38 può anche facilitare la

mobilitazione o la migrazione dei tessuti (44, 45). Sulla base dell'espressione limitata di ulteriori

marcatori attivanti, come HLA-DR e CD226, i nostri risultati implicano che queste cellule sono

probabilmente attivate di recente (46) o subiscono una proliferazione omeostatica (47). Nelle

coorti adulte, era prevalente un cluster di popolazione che esprimeva PD-1 e CD226, senza la

capacità di produrre citochine. L'espressione di PD-1 potrebbe implicare una transizione

dipendente dall'età verso la senescenza (48). Infine, una popolazione di cellule T che esprimeva

alti livelli di 2B4 e livelli moderati di CD226 era comune nella tarda età adulta, ma raramente

osservata nei bambini. L'espressione inducibile di 2B4 (chiamato anche CD244 o SLAMf4) sulle

cellule T CD4 ha dimostrato di mediare la co-inibizione (49) e la sua espressione è stata

correlata alla capacità funzionale delle cellule T durante l'infezione (50, 51). Sebbene

esistessero differenze nell'espressione dei marcatori funzionali e dei recettori attivanti e

inibitori tra i sottoinsiemi delle cellule T, il fenotipo e la reattività delle citochine delle cellule T

mCD4 reattive OC43 S-specifiche e preesistenti SARS-CoV-2 S erano simili e fortemente

associate all'età, dove le risposte delle cellule T reattive incrociat

Siamo consapevoli del fatto che le tecniche e gli approcci sperimentali utilizzati per definire e

caratterizzare le cellule T reattive SARS-CoV-2 possono dare risultati diversi; ad esempio, è stata

riportata la prevalenza di cellule T cross-reattivi che vanno dallo 0 all'80% degli individui non

esposti (2, 4, 18, 22,29, 36, 52-54). In alcuni studi, l'arricchimento (4, 5, 20, 36) e/o l'espansione

per diversi giorni (5,6, 11, 12, 20, 22, 29, 36) sono stati eseguiti prima che le risposte fossero

identificate. Qui, abbiamo optato per FluoroSpot per la mappatura delle risposte delle cellule T

e per un singolo pannello di citometria a flusso ad alto parametro per identificare le cellule T

antigene specifiche tramite un test AIM, caratterizzando contemporaneamente il loro fenotipo

e la loro funzione tramite un saggio di colorazione delle citochine intracellulari (ICS). Per

indagare la popolazione inalterata di cellule T mCD4 reattive SARS-CoV-2-, l'analisi è stata

condotta ex vivo direttamente dopo una breve stimolazione cellulare (10 ore) senza previo

arricchimento e/o espansione. Il presente studio caratterizza le cellule T mCD4 circolanti

OC43-specifiche e SARS-CoV-2-reattiva del sangue periferico, mostrando differenze in relazione

all'età. Non è stato valutato se le differenze dipendenti dall'età influenzino le cellule T SARS-

CoV-2-reattive preesistenti nei tessuti clinicamente rilevanti, ad esempio nel tessuto tonsillare

residente nelle vie aeree (41) o nelle lavaggi broncoalveolari (55). Inoltre, i risultati si basano
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sull'enumerazione delle citochine Th1 stabilite per essere prodotte dalle cellule T specifiche

della SARS-CoV-2, sebbene altri profili delle cellule T (ad esempio, la produzione di IL-10)

possano anche contribuire alla manifestazione dipendente dall'età del COVID-19 (56). Abbiamo

osservato risposte potenziate alle cellule T mCD4 OC43-specifiche e SARS-CoV-2 S-reattiva

all'età di sei anni, rispetto all'età di due anni, ma mancavano campioni di bambini più grandi e

adulti più giovani, che saranno necessari per ulteriori indagini.

In sintesi, mostriamo che molti bambini all'età di due anni hanno cellule T mCD4 altamente

funzionali che riconoscono in modo incrociato la SARS-CoV-2. Queste cellule sono caratterizzate

dall'espressione di alti livelli di CD38 ma senza molecole co-inibitorie. Dall'età di sei anni, le

frequenze e la capacità funzionale di questa immunitaria delle cellule T preesistente

diminuissano, in particolare negli adulti più anziani. In tutte le fasce di età, la capacità

funzionale dell'immunità SARS-CoV-2 cross-reattiva contro la Sregion era strettamente legata

alle risposte delle cellule T mCD4 specifiche OC43 simultaneamente caratterizzate. Questi

risultati sono importanti non solo per il COVID-19 e gli esiti della vaccinazione, ma si traducono

anche in altre malattie causate da agenti patogeni esistenti ed emergenti. I distinti profili

funzionali e fenotipici dipendenti dall'età delle cellule T mCD4 che rispondono forniscono

informazioni generali sullo sviluppo del sistema immunitario nell'infanzia e sul successivo

declino durante la tarda età adulta. Sono necessari ulteriori studi per definire il contributo delle

cellule T cross-reactive ai distinti esiti clinici del COVID-19 nei bambini e negli anziani.

Materiali e metodi

Soggetti umani.

Le caratteristiche delle coorti di studio sono fornite in dettaglio nella tabella 1. Campioni di

sangue, cellule mononucleari del sangue periferico (PBMC) e campioni di plasma sono stati

ottenuti pre-pandemia da bambini sani campionati longitudinalmente nel 2002 al 2008 all'età

di due e sei anni (57). Questo studio di coorte di nascita è stato approvato dall'Ethical Review

Board di Linköping (Dr 99184 e complementare Dr M98-06), Svezia. Da ciascuno dei 65 donatori

di sangue raccolti pre-pandemia (54%) o durante il 2020 (fino a ottobre 2020), abbiamo

ottenuto >100 milioni di PBMC per mappare le risposte delle cellule T mCD4 SARS-CoV-2

reattive OC43 specifiche e preesistenti, compresi campioni pre-pandemici longitudinali di 10

donatori. I campioni di questi donatori di sangue sono stati ottenuti dal Dipartimento di

Immunologia Clinica e Medicina Trasfusionale, Karolinska Institutet, come approvato

dall'Ethical Review Board di Stoccolma (Dnr 2016/1415-32, 2006/229-31/3), Svezia. Durante lo

screening per gli anticorpi SARS-CoV-2, due donatori di sangue, i cui campioni sono stati raccolti
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post-pandemia, sono stati confermati sieropositivi ed esclusi da ulteriori analisi, ma sono stati

utilizzati come controlli per la mappatura dell'epitopo SARS-CoV-2 (SI Appendice, Fig. S1G).

Oltre ai donatori di sangue, abbiamo ottenuto PBMC da adulti sani (n = 37) reclutati come

"volontari sani e abbinati all'età" in uno studio sulla funzione immunitaria alla fine della vita,

eseguito a Stoccolma, in Svezia, dal 2017 al 2020 (ogni o prima di ottobre 2020) (Dnr 2017/203-

31/4). I campioni ottenuti nel 2020 sono stati sottoposti a screening per gli anticorpi SARS-CoV-

2, tra i quali tre volontari sono stati confermati sieropositivi ed esclusi da ulteriori analisi. Le

coorti adulte sono state successivamente divise in due gruppi di età <60 anni (n = 55) e ≥60

anni (n = 39). È stato confermato che le grandezze delle risposte delle cellule T rilevate erano

indistinguibili nei campioni ottenuti pre rispetto a quelli post-pandemia (Appendice SI, Fig. S1D).

Tutti i campioni sono stati raccolti prima dell'accesso a un vaccino COVID-19. Ulteriori campioni

sono stati acquisiti da convalescenti COVID-19 12 mesi dopo RT-PCR, infezione verificata con

SARS-CoV-2, che porta a malattia lieve (n = 34) o grave (n = 24), nel marzo-aprile 2020, prima

dell'emergere dei VOC (Dnr 2020-06133, 2016/1415-42). La gravità della malattia è stata

classificata in base alla NIH Ordinal Scale e Sequential Organ Failure Assessment (SOFA), come

riportato in precedenza (18). La malattia grave è stata definita dalla necessità di

ospedalizzazione nell'unità di terapia intensiva, con supporto di ossigeno a basso o alto flusso

o ventilazione meccanica invasiva.

Schema di studio.

L'obiettivo dello studio era mappare e indagare la memoria immunologica umorale e cellulare

all'HCoV-OC43 stagionale in relazione all'immunità preesistente delle cellule T reattive alla

SARS-CoV-2- e all'età (Fig. 1A). Le coorti dello studio erano costituite da bambini (di due e sei

anni), adulti < 60 anni, adulti ≥60 anni e 12 mesi di convalescenza post-COVID-19 (Tabella 1 e

Appendice SI, Tabella S2). È stato condotto uno screening anticorpale per SARS-CoV-2,

coronavirus umani stagionali (HCoV), EBV, influenza e rinovirus. I megapool peptidici che

coprono le proteine spike (S), membrana (M) e nucleocapsid (N) di HCoV-OC43 e SARS-CoV-2, e i

pool di matrice peptidica, sono stati costruiti utilizzando singoli peptidi di 20mer. Lo screening

dell'epitopo e l'analisi dell'avidità dell'epitopo sono stati eseguiti mediante saggio FluoroSpot

(rilevamento IFN-γ) utilizzando PBMC di donatori di sangue. Un singolo pannello di citometria a

flusso che combina saggi AIM e ICS ha permesso la caratterizzazione delle cellule T antigene

specifiche (CD69 CD40L+) mCD4 . Sono stati utilizzati megapool peptidici (OC43 e SARS-CoV-2),

pool peptidici ottimali (SARS-CoV-2; CMV; e CEF, CMV + EBV + virus influenzale) e peptidi

individuali (Appendice SI, Tabella S2). Per ulteriori dettagli, vedere l'appendice SI, Testo delle

informazioni di supporto e le tabelle S1 e S2.
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Disponibilità di dati, materiali e software

Tutti gli altri dati sono inclusi nel manoscritto e/o nell'appendice SI. Le risorse chiave, inclusi anticorpi,
peptidi, proteine, sequenze peptidiche, software e algoritmi, sono incluse nell'appendice SI, nelle tabelle S1
e S2.
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