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Resumen

La respuesta inmune adaptativa es coordinada por las células T CD4*, que
determinan el tipo y la fuerza de la respuesta inmune, asi como las células efectoras
involucradas durante un desafio inmunitario particular. Se ha reportado que las
células T CD4* de los recién nacidos son menos responsivas y sesgadas en su
respuesta, lo que lleva a una activacion baja de la respuesta inmune celular y una
produccion deficiente de anticuerpos por parte de las células B. Esta baja respuesta
es esencial para la ventana tolerante que favorece la transicion del nacimiento del
ambiente estéril en el Gtero al mundo exterior plagado de antigenos, pero deja a los
recién nacidos vulnerables a la infeccion, que sigue siendo un problema de salud
importante en México y el mundo.

Los recién nacidos tienen una alta tasa de morbilidad y mortalidad por infecciones.
Los mecanismos celulares y moleculares asociados estan poco descritos. En este
trabajo, nos preguntamos si los linfocitos T CD4* neonatales, tienen un programa
gendmico especifico que los predispone a una baja respuesta inmune en
comparacion con las células virgenes de adultos.

Para responder a esta pregunta, evaluamos el transcriptoma de los linfocitos T CD4*
virgenes neonatales y de adultos humanos. Nuestros resultados apuntan a una red
de regulacién muy particular en las células neonatales, que favorece procesos como
la proliferacion, el metabolismo de la glucosa, la sefializacién intracelular y una baja
respuesta de las células T. Comprender esta red es de suma importancia ya que
podria conducir a mejores vacunas para recién nacidos y mejor tratamiento de las
enfermedades potencialmente mortales durante este periodo altamente vulnerable
de nuestras vidas.

Adicionalmente, quisimos saber si el tipo de nacimiento o la edad gestacional (parto
prematuro) influyen en el establecimiento del perfil génico neonatal. Usando
transcriptomica, encontramos que, en la transicion del nacimiento, el tipo de parto
determina el establecimiento del perfil de expresién génica que tendra el recién
nacido, ya que los linfocitos T CD4* de neonatos nacidos por parto por cesarea
presentan un perfil de expresion génica diferente que los de los neonatos nacidos

por parto natura. Por otra parte, los neonatos prematuros no cambian mucho su
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patrén de expresion génico al compararlos con los neonatos de término, nacidos en
ambos casos por cesarea.

Nuestros hallazgos indican que para los linfocitos T CD4", el tipo de nacimiento es
sumamente importante en el establecimiento del perfil de expresion génica del

neonato, teniendo mayor impacto que las ultimas semanas de gestacion.
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Introduccion:

Inmunidad Adaptativa

La inmunidad adaptativa proporciona un reconocimiento amplio y especifico para
responder ante antigenos propios y no propios.t Aungue los linfocitos B pueden
secretar anticuerpos, los cuales llegan a los espacios extracelulares para proteger
contra la infeccion, las principales células que coordinan la respuesta inmune
adaptativa son los linfocitos T. Los linfocitos T se subdividen en linfocitos T
citotoxicos (T CD8), los cuales eliminan a células infectadas o cancerosas, y los
linfocitos T cooperadores (T CD4), los cuales coordinan la activacion de varios tipos
celulares del sistema inmune para montar una respuesta inmune ante un patégeno

particular?.

Los linfocitos T clasicos reconocen antigenos peptidicos unidos al complejo mayor
de histocompatibilidad (MHC) presentados por las células presentadoras de
antigenos (APC). Se subdividen en dos tipos: los linfocitos T cooperadores (Th) que
coordinan la respuesta inmune y los linfocitos T citotéxicos (CTL) que producen
granulos citotoxicos y pueden matar a células infectadas. Los linfocitos T
cooperadores expresan una proteina de superficie llamada CD4 y reconocen
antigenos presentados por las moléculas de MHC Il en la superficie de las APC. Por
su parte, los linfocitos T citotoxicos expresan la proteina llamada CD8 y pueden

reconocen antigenos presentados por moléculas de MHC I3,

Los linfocitos T maduran en el timo y salen a la circulacion como linfocitos T
virgenes, ya que no han reconocido a su antigeno. Estos recirculan entre la sangre,
la linfa y los nodos linfaticos hasta que reconocen su antigeno, lo cual ocurre en el
nodo linfatico. Para reconocer a su antigeno, este debe ser previamente procesado
y presentado por una célula presentadora de antigeno a través de su MHC
(Complejo mayor de histocompatibilidad).

Para que los linfocitos T se activen requieren de 4 tipos de sefales. La primera sefial



es a través del reconocimiento del péptido que esta siendo presentado por una
célula presentadora de antigeno, una segunda sefal coestimuladora a través de
receptores coestimuladores, uno de los mas estudiados en humanos es el CD28,
la tercera sefial que puede ser inducida por citocinas y la cuarta sefal es la que se
da por partes de antigenos que viajan en la linfa y pueden ser reconocidos por
receptores que se expresan en la membrana de linfocitos, entre los mas estudiados

estan los receptores tipo toll (TLR).

Célula Presentador de antigeno Linfocito T

MHC TCcR /

D80 CD28
‘/"\ y

s ® o © 0/ o g
(&}

e ©
o ® ® @ 'y
® /. TLR- 4° Sefial
CITOCINAS © Partes de

antigeneos

®
Figura 1. Sefales necesarias para la activacion de los linfocitos T. En la figura se
muestra en verde a la célula presentadora de antigeno, presentando un péptido
procesado a través de MHC y sus receptores coestimulatorios, en morado se
muestra al linfocito T recibiendo los 4 tipos de sefales, a través del TCR, receptor
coestimulador, por citocinas o partes del antigeno que viajan a través de la linfa.
Figura creada con biorender, con la informacién del Abbas?.

Durante la activacion, al ser estimulados con la primera y segunda sefial, los
linfocitos T virgenes, pueden pasar por varias rondas de division celular, pero para
gue el linfocito T se programe para la supervivencia y proliferacion (expansién

clonal), pueda adquirir un fenotipo efector y desarrollar memoria inmunolégica, se
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requiere de la tercera sefial, la cual puede ser proporcionada por interleucinas como
la IL-12 o interferones de tipo | (IFN). En ausencia de la tercera sefial, los linfocitos
T no desarrollan un fenotipo efector y los que sobreviven a largo plazo son

anergicas®.

Sefalizacion a través del TCR.

El receptor de células T (TCR) es el responsable de reconocer al péptido antigénico
presentado por el MHC. En la figura 2 se muestra una representacion simplificada
de la via de sefalizacion del TCR. Una sefializacion adecuada lleva a la activacion
de las células mediante la induccién de la activacion de tres factores
transcripcionales principales: el factor nuclear kB (NF-kB), la proteina activadora 1
(AP-1) y el factor nuclear de células T activadas (NFAT). Estos tres factores
transcripcionales colaboran entre ellos para promover la expresion de genes que
son cruciales para la activacion del linfocito T. Durante este proceso, no solo es
importante la activacion de cada uno de estos factores, sino que es necesario un
balance adecuado en la activacion de los tres. La alta activacion de NFAT, por
ejemplo, puede conducir a anergia mientras que la falta de su estimulacion, no
permite la proliferacion adecuada de los linfocitos T. Asimismo, la baja de
activacion de AP-1 o de NF-«B lleva a una baja transcripcion de genes de citocinas
(Figura 2)2®,

10



"/'\‘ Rac/Rhol
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Figura 2. Sefializacién mediada por el TCR durante la activacion de los linfocitos T.

La sefalizacion temprana (amarillo) lleva a la formacion de un signalosoma con la
proteina andamio LAT. A Partir de la activacion de PLCy, las sefiales de calcio
(naranja) llevan a la activacion de NFAT, mientras que DAG (verde) es necesario
para la activacion de PKCBO y NF-kB. La activacion de Ras y Rac (azul) llevan a la
activacion de AP-1. Estos factores de transcripcion cooperan entre si durante la

activacion de varios genes. Figura modificada de Sieber (2009)’.

Fenotipo efector

Tras la activacion, las células T CD4* virgenes pueden diferenciarse en varios tipos
de fenotipos efectores, los cuales tienen la capacidad de producir citocinas
especificas para promover varios tipos de respuestas inmunitarias. Existen cuatro
tipos principales de células T efectoras: Las células Thl, encargadas de coordinar la

eliminacion de patégenos intracelulares, las células Th2, que se encargan de la
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eliminacion de helmintos y las células Th17, que coordinan la eliminacién bacterias y
hongos extracelulares. Las células T reguladoras (Treg) son otro importante subtipo
celular que pueden adquirir los linfocitos T CD4*, las cuales tienen la capacidad de

regular y suprimir la respuesta inmune?#,

® ® @ ®
Polarizing IFNy IL-2 IL-1 IL-10
Cytokines o | k12 O | IL-4 o| L6 O | TGF-B
IL-18 IL-23
TGF-p
Th Subsets o e
C Q ) L
Cytokines LY LY LX) ®e
Produced IFNy, TNFa IL-4, IL-5, IL-17,I1L-22 IL-10, TGF-B
IL-9, IL-13
Intracellular Extracellular Regulation of
pathogens bacteria Immune
Fungl responsze

Figura 3. Diferenciacion de las células T CD4. Al recibir las sefiales de activacion
las células T CD4 virgenes se diferencian a subconjuntos efectores (Thl, Th2, Th17,
Treg). Cada fenotipo efector se caracteriza por su produccion de citocinas,
expresion de factores de transcripcion y receptores de quimiocinas, y regular una
respuesta inmune especifica. Figura creada con biorender, con la informacién de la

revision de Nurieva (2010)°.

Metabolismo en células T

La activacion, proliferacion y diferenciacion del linfocito T se combinan con cambios
profundos en el metabolismo celular (reprogramacién metabdlica). Diversos

estudios han mostrado que algunas variantes metabdlicas especificas estan
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asociadas con distintos subconjuntos de células T, pueden ser auxiliares a su
diferenciacion e influir en sus funciones inmunolégicas. El "efecto Warburg",
originalmente usado para describir un fendmeno en el que la mayoria de las células
cancerosas dependian de la glucolisis aerdbica para su crecimiento, es un proceso
clave que sustenta la activacion y diferenciacion de las células T°.

Las células T hacen una transicion rapida entre estados catabdlicos en reposo
(células T virgenes y de memoria) a uno de crecimiento y proliferacion (células T
activadas y efectoras) durante la inmunidad normal12,

El compromiso de una célula inmune a un metabolismo especifico depende de la
funcién particular que va a adquirir. Esto queda en evidencia en los fenotipos
efectores de las células cooperadoras, donde las células T efectoras dependen de
la glucolisis aerdbica, mientras que las células T virgenes, de memoria y
reguladoras (Treg) dependen de la oxidacion de acidos grasos para producir

energia y precursores (figura 4B)%.

La glucosa es una fuente importante de energia en las células inmunes.

Tras el encuentro con el antigeno, las células T aumentan la captacion de glucosa,
debido a una mayor expresion del transportador de superficie celular Glutl(Glucose
transporter 1)415, En paralelo, aumenta la excrecion de lactato, debido a que el
piruvato se convierte a lactato en lugar de oxidarse a través de la via del acido
tricarboxilico (TCA), lo cual es conocido como glucélisis aerébica o efecto Warburg.
El efecto Warburg fue descrito en células cancerosas, se postulaba que esto se
debia a una deficiencia mitocondrial. Sin embargo, ahora se sabe que esto se debe
al requerimiento metabdlico de células que estan proliferando rapidamente, acelera
la obtencion de esqueletos carbonados producidos durante la glucdlisis en vez de
aumentar la produccién de ATP. Ademas, la reduccion de piruvato a lactato genera

NAD+, requerido para la funcion de las enzimas glucoliticas (GAPDH)?6,

A través de un paso limitante catalizado por la hexoquinasa, la glucosa queda
atrapada dentro del citosol de las células donde a través de 10 reacciones
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enzimaticas se metaboliza a piruvato. Durante este proceso, cada molécula de
glucosa se rompe en piruvato con una produccion neta de dos moléculas de ATP y
dos moléculas de NADH2. Durante la glucdlisis se producen mdultiples moléculas
intermediarias para la biosintesis de acidos nucleicos, lipidos y aminoacidos
requeridas para células que estan proliferando rapidamente después de la
activacion?®,

La captacién de glucosa y la glucdlisis aerdbica se utilizan preferentemente para
generar energia en células T CD4* efectoras (Thl, Th2 y Th17), mientras que las
células T virgenes y las células T CD4* reguladoras (Tregs) son mas dependientes
de oxidar completamente el piruvato a través de la via del &cido tricarboxilico (TCA)
para generar NADH y FADH2, el cual es el combustible para la fosforilacion
oxidativa, produciendo hasta 36 moléculas de ATP por molécula de glucosa /18,
Se puede observar un esquema del metabolismo de la glucosa en linfocitos T CD4*

en la figura 4.

a) Glucose ‘Resting’ Tcells  Glucose Activated T cells

b) Naive/memo
Cell type / g

4 O/xphos MY ) (i J Oxphos
Metabolic | !
id oxi y sis Lipid oxidatio
progra ] Up'dox:damr’ glycoly ipid oxi n

Figura 4. Metabolismo de la glucosa en linfocitos T CD4*. a) Tras la activacion, las
células T incrementan la absorcion de glucosa a través de GLUTL, el cual facilita el

aumento de la fosforilacion oxidativa y la glucdlisis. b) Los cambios metabdlicos
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Unicos tras la diferenciacion de las células T son regulados por diversos factores de

transcripcion y vias de sefializacion. Figura tomada de la revision de Palmer et al.1®

El TLR5 como receptor coestimulatorio en linfocitos T

Los linfocitos T presentan multiples proteinas de membrana, que potencialmente
pueden generar sefiales de co-estimulacion. Entre los que se han reportado estan
receptores tipo Toll, que pueden reconocer partes de antigenos que viajan a través
de la linfa.

Los receptores tipo Toll (TLRs) constituyen una familia de receptores que reconocen
firmas moleculares de patégenos (PAMPs, Pathogen associated macromolecular
patterns) o moléculas de dafio celular (DAMPs damage associated molecular
patterns). Los humanos expresan diez diferentes TLRs (TLR1-10). Cada TLR puede
reconocer una diferente clase de componentes que son requeridos para el
crecimiento y/o supervivencia del patégeno. El TLR5 reconoce a la flagelina, un
componente del flagelo de las bacterias moéviles. Los receptores tipo Toll tienen una
region exterior que contiene muchas repeticiones ricas en leucinas (LRR), un
dominio transmembranal y un dominio interior llamado dominio TIR. La unién del
TLR a su ligando es especifico a un grupo de moléculas similares, Unicas de un
grupo de patdgenos, y desencadena una cascada de reacciones a partir del dominio
TIR, por medio de dos vias de sefializacién: la via dependiente de MYD88 y la via
independiente de MYDB88, las cuales permiten la activacion de factores nucleares
gue participan en la respuesta inmune?2. La mayoria de los estudios que examinan
funciones mediadas por TLRs estan centrados en las APC, donde se ha reportado
gue, al identificar al patégeno, los ligandos de TLRs generan una respuesta

inflamatoria estimulando la produccion de citocinas, aumento de la superficie de

receptores coestimuladores y maduracion celular’. Sin embargo, las células T
también expresan TLRs y responden a sus ligandos'®?%. La activacién simultanea
de TLR2%° o0 TLR5%°%?2 conduce a la coestimulaciéon de la activacion y proliferacion
mediada por el TCR, la expresion de receptores de superficie y la liberacién de
citocinas. En este proyecto nos enfocaremos en el TLR5 como molécula accesoria

en los linfocitos T y su papel en la expresion de genes importantes para estos?®24.
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Previamente, en el laboratorio publicamos el papel del TLR5 como receptor
coestimulador en los linfocitos T CD4 de adultos humanos, en los cuales promueve
la activacion de NF-kB y AP-1, tal como se observo a nivel de fosforilacion
mediante citometria de flujo?2.

Interesantemente, en resultados preliminares del laboratorio donde se evalud la
expresion de varios TLRs, se identificd al TLR5 como el TLR mas expresado en
linfocitos T totales de neonatos y adultos humanos a nivel de mensajero (tesis de
licenciatura de Rodriguez- Jorge 2011). Ademas, se verifico la sobreexpresion de

TLR5 en linfocitos T CD8 neonatales a nivel de proteina?®.

Inmunidad neonatal

Pese a los avances en medicina y tecnologia, aproximadamente 2.4 millones de
nifios murieron en su primer mes de vida en el 2020, en el mundo?®. Las muertes
por infeccidn constituyen un 23% en las muertes neonatales mundiales?’.

Aungue el sistema inmune de un recién nacido a término (después de 37 semanas)
permite algo de proteccién contra enfermedades infecciosas, los recién nacidos
tienen una respuesta deficiente para una gama de patdégenos y vacunas, resultando
en una alta susceptibilidad a enfermedades graves?.

En el Gtero, los fetos tienen una exposicion limitada a antigenos para inducir la
inmunidad adaptativa. Por esto, se cree que los neonatos son muy dependientes de
su sistema inmune innato y de los anticuerpos maternos para la proteccién contra
infecciones. Las infecciones por patdogenos intracelulares suelen ser mas graves y
prolongadas en los neonatos que en los adultos. Esto sugiere que las respuestas
inmunes mediadas por células T son diferentes en etapas tempranas de la vida®.

Se ha reportado que las células T CD4* de cordon umbilical (CB) presentan una
baja produccién de citocinas, en particular la citocina firma del fenotipo Thl, IFN-y,
en comparacion con células de sangre periférica de adulto (APB). Asimismo, las
APC de neonatos producen menos IL-12, que también se requiere para la

diferenciacion Thl. En cambio, la produccién de la citocina IL-13 del perfil Th2 y las
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citocinas inmunosupresoras estan aumentadas en las células neonatales, que son
también mas propensas a la anergia y a entrar en apoptosis?®2°,

Se ha propuesto la busqueda de adyuvantes para vacunas y la activacion de otros
receptores que puedan fungir como coestimuladores, que puedan ayudar a mejorar
la respuesta inmune de los neonatos. Entre los posibles adyuvantes para vacunas
gue actualmente se investigan se encuentran varios ligandos de los receptores tipo
toll (TLRs). Estudios in vitro en células T humanas, tanto de nuestro grupo como de
otros, apoyan fuertemente la hipétesis de que la flagelina puede estimular y

coestimular directamente a los linfocitos T CD4* y CD8+30:31,

Sistema inmunolégico de neonatos nacidos por cesarea

El parto por cesarea es un procedimiento que salva vidas y reduce el riesgo de
morbilidad y mortalidad materna e infantil cuando esté médicamente indicado®. La
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) recomienda que dicho método no supere
el 15% de los nacimientos del pais3334. Para el 2017, México ya tenia un elevado
nimero de cesareas, correspondientes a un 45.3% de los nacimientos®. Sin
embargo, de acuerdo con datos preliminares del subsistema de informacion sobre
nacimientos (SINAC) de la Secretaria de Salud, en el 2020 en México el nUmero de
nacimientos por cesarea superé a los partos naturales y llegd a ser mas del 50%,
Figura 536,
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Figura 5. Cantidad de cesareas y partos naturales realizados en México. El eje

horizontal (X) representa los primeros seis meses del afio 2020, mientras que el
eje vertical (Y) muestra el nimero de nacimientos. Se destaca que, segun datos
preliminares de 2020, las ceséareas (representadas por la linea verde) superaron
en namero a los partos naturales (linea rosa) en México. Imagen tomada del

articulo en linea de Arteta con datos de la SINAC?3S.

Diversos estudios muestran que los nifios nacidos por cesarea también pueden
experimentar mayor riesgo de presentar problemas de salud en el futuro®,
incluyendo diabetes tipo 138, alergias y asma®%4°, esclerosis multiple*! y trastornos
inmunitarios crénicos*>43. Sin embargo, poco se conoce aun sobre los linfocitos T

de los nifios nacidos por cesarea.

Sistema inmunoldgico de neonatos de pretérmino

Dentro de la poblacion neonatal, los neonatos prematuros o pre-término (parto antes
de las 37 semanas de gestacion) tienen la tasa mas elevada de mortalidad y una
alta morbilidad. Entre las causas de muerte de estos neonatos estan las infecciones

graves y estados inflamatorios como sepsis y colitis necrosante. Lo cual indica que
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los neonatos pre-término tienen un sistema inmunolégico con caracteristicas
diferentes a los neonatos nacidos a término, dejandolos en una elevada
vulnerabilidad#4. Se ha reportado que los neonatos pre-término tienen una alta
produccién de IL-5 (Th2) y una baja producciéon de IFN-y (Th1)* . Ademas de
presentar un aumento en la poblacion de células T reguladoras. Sin embargo,

mucho queda por describirse sobre el sistema inmune de los neonatos prematuros.

Antecedentes:

En nuestro laboratorio se ha avanzado en el estudio de los linfocitos T de neonatos
humanos. En un estudio previo del perfil de expresién génica de linfocitos T CD8*,
se encontré que el transcriptoma de estas células revela la sobreexpresion de genes
asociados con una alta tasa de proliferacion, baja capacidad citotéxica y elevada
producciéon de mediadores de inmunidad innata?>.

Asimismo, encontramos que las células T CD8* neonatales pueden activarse a un
fenotipo similar al de las células T CD8* de adulto en presencia de sefales de IL-
124

En tanto al metabolismo, en el transcriptoma se encontré que los linfocitos T CD8*
sobreexpresan genes relacionados con la glucdlisis. Adicionalmente, en un estudio
en linfocitos T CD8* neonatales se identific6 una elevada proporcién de ROS
mitocondrial, en comparacion con su contraparte de adultos, lo cual pudiera afectar

su activacion, tal como lo predijimos en un modelo |6gico®’.

En la busqueda de potenciales moléculas que pudieran mejorar la activacion de los
linfocitos T neonatales, exploramos la funcion del TLR5. Primero encontramos que
es el TLR qgue mas se transcribe en linfocitos T de adultos y neonatos humanos?*® y
que su expresion es similar en células T CD4* de neonatos y adultos humanos?*?,
mientras que se sobreexpresa en células T CD8* neonatales?®. Las sefiales a través
de TLR5 llevan a la activacion de NF-kB y AP-1 en linfocitos T de adultos y
neonatos?>*0. También se demostré que la flagelina induce la producciéon de IFNy

en los linfocitos T CD4" neonatales®™ y un modelo légico validado

19



experimentalmente permitio observar que las sefales a través de TLR5 pueden
conferir sefiales de co-estimulacion a los linfocitos T. Durante mi proyecto de
licenciatura 'y maestria evaluamos la activacion de los tres factores
transcripcionales: AP-1, CREB y NF-xkB mediada por el estimulo del TCR/CD28 Yy el
TCRI/TLRS en linfocitos T CD4* de adultos y de neonatos®2. En general, la activacion
mediante ambos estimulos indujo la activacion de AP-1, NF-kB y CREB a niveles
comparables. Por otra parte, mediante la generacion y el analisis de modelos
computacionales para el TCR/CD28 y el TLR5, se encontré6 que CD28 y TLR5
emplean vias independientes para llegar a la activacion de los factores
transcripcionales anteriormente mencionados??. Por todo lo anterior, proponemos
que el TLR5 es una via de coestimulacion alternativa a la de CD28, cuyo potencial
no ha sido ampliamente explorado.

En este trabajo activamos a los linfocitos T CD4* virgenes de adultos y neonatos
mediante el TCR y CD28 o mediante el TCR y el receptor tipo Toll 5 (TLR5), para
evaluar si este pudiera sustituir las sefiales de moléculas co-estimuladoras
tradicionales como CD28 (segunda sefal). En la primera parte de mi trabajo
(Capitulo 1), comparamos la respuesta de células T CD4* de adultos jovenes y
neonatos en estado basal y estimulados con TCR/CD28 o con TCR/TLRS5,
determinando su perfil de expresion génica mediante andlisis transcriptomicos,
Figura 6A.

En la segunda parte de mi trabajo (Capitulo 2), analizamos el perfil de expresion
génica de células T CD4* virgenes de neonatos de término nacidos por parto
vaginal, neonatos de término nacidos por cesarea y neonatos de pre-término,

también nacidos por cesarea, Figura 6B.
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Objetivo general:

Objetivo
Caracterizar el perfil de expresion geénica de los linfocitos T CD4* de adultos y

neonatos humanos a nivel basal y activados por el TCR/CD28 en presencia 0
ausencia de flagelina para determinar los mecanismos moleculares subyacentes a
la funcién de las células neonatales. Ademas, determinar el papel del tipo de
nacimiento y la edad gestacional en el perfil de expresion génica a nivel basal.

En la siguiente figura 6 se grafican las comparaciones que seran realizadas.

3 ADULTOS SE == TCR/ICD28 == TCR/TLRS
3 NEONATOS SE #== TCR/CD28 #= TCR/TLR5
B)
Cesdrea Cesdrea Parto vaginal
Prematuro ) Termino () Termino

Figura 6. Gréfica de comparaciones del transcriptoma de linfocitos T CD4* del
capitulo 1 (A). Se obtuvo el transcriptoma de linfocitos T CD4* de adultos y
neonatos a nivel basal y estimulados (TCR/CD28 o TCR/TLRS5) y se encontraron
los GDE en todas las comparaciones que se muestran en la imagen. Gréfica de
comparaciones del transcriptoma de linfocitos T CD4* del capitulo 2 (B). Se obtuvo
el transcriptoma de linfocitos T CD4* de neonatos a nivel basal, nacidos por
cesarea a término (mayor a 37 semanas de gestacion), cesarea prematuros (menor
a 37 semanas de gestacién), o parto natural de término (mayor a 37 semanas de
gestacién) y se encontraron los GDE en todas las comparaciones que se muestran

en la grafica.
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Objetivos particulares:

1. Comparar el transcriptoma de los linfocitos T CD4* de adultos y neonatos en
estado basal y después de la activacioén por el TCR/CD28 y por TCR/TLR5.

2. ldentificar las vias de sefalizacion importantes segun los genes
diferencialmente expresados en células de neonato y adultos activados.

3. Validar la expresion a nivel de proteina de algunos genes diferencialmente
expresados en células de neonato y/o adulto.

4. Comparar el transcriptoma de linfocitos T CD4* de neonatos de término
nacidos por parto natural y ceséarea, y prematuros, en estado basal.

5. Identificar los genes y las vias de sefializacion diferentes entre los linfocitos
T CD4* de neonatos de término nacidos por parto natural y por cesarea, y

prematuros.

Materiales y métodos

Purificacion y estimulacién celular

Se recolect6 sangre de la vena del cordon umbilical de recién nacidos sanos a
término, nacidos por parto vaginal en el Hospital General Parres (Cuernavaca,
Morelos, México), con el consentimiento informado de las madres y aprobacion ética
del hospital (CONBIOETICA-17-CEI-001-20160329). Las células de adulto se
obtuvieron a partir de concentrados leucocitarios obtenidos del Centro Estatal de la
Transfusion Sanguinea, Cuernavaca. El permiso para utilizar muestras de sangre
fue otorgado por Servicios de Salud Morelos, mediante el establecimiento de un
convenio oficial (Expediente 1372/1706). Para asegurar que la sangre del cordén
represente la sangre del bebé, obtuvimos las muestras antes de la expulsion de la
placenta, para evitar la mezcla con la sangre de la madre y la presencia de factores

de coagulacion, que cambia la proporcion de las células y el suero en las muestras.
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Ademas, se realizo la evaluacién rutinaria de la pureza de todas las muestras y la
ausencia de células CD45R0O+ para garantizar que no se produjera contaminacion
con la sangre de la madre.

Las muestras se procesaron el mismo dia para obtener células mononucleares
mediante centrifugacion en gradiente de densidad utilizando Lymphoprep (Axis-
Shield; Dundee, Reino Unido). Los linfocitos T CD4* se aislaron a partir de células
mononucleares utilizando el céctel de enriquecimiento de linfocitos T CD4*
RosetteSep (STEMCELL), con 5 ml de eritrocitos de la misma muestra de sangre
(que se mantuvieron en cultivo durante un dia), los cuales se utilizaron en un
segundo gradiente de densidad. Las células de memoria y efectoras de sangre de
adultos, fueron eliminadas con perlas magnéticas (Pierce) acopladas a anticuerpos
anti-CD45R0O (UCH-L1, TONBO biosciences; California, EE. UU.) y anti-CD44 (IM7,
TONBO biosciences; California, EE. UU.). Las células naive de neonatos y adultos
se cultivaron en medio RPMI (Thermo Fischer Scientific; Massachusetts, EE. UU.),
suplementado con suero bovino fetal (FBS) al 5 %, glutamina al 1 % y antibioticos
(100 U/ml de penicilina'y 100 ug/ml de estreptomicina) a 37 °C. C y 5% de CO2. La
pureza de nuestras poblaciones de células CD4*CD3*CD45R0O" fue de al menos el
95 %, utilizando CD4 (20-0048-T100, TONBO biosciences) y CD3 (20-0037-T100,
TONBO biosciences) como marcadores de pureza y CD45R0O como marcador de

memoria.

Preparacion y secuenciacion de ARN

El ARN se preparo utilizando Trizol (Thermo Fisher Scientific; Massachusetts, EE.
UU. 15596-018, Invitrogen), siguiendo las instrucciones del fabricante. Se analizé la
integridad del ARN purificado con un kit de nano-ARN Bioanalyzer (Thermo Fisher
Scientific; Massachusetts, EE. UU.) y solo se usaron muestras con un valor de
integridad (RIN) superior a 8,0. Todas las muestras fueron procesadas, las librerias
fueron generadas y se realiz6 la secuenciacion en la plataforma de secuenciacion
del TAGC (TGML; Transcriptomic and Genomic Platform Marseille Luminy), en
Francia, utilizando NextSeq-500 Sequencer Illumina (20-120Gb).
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Andlisis de los datos de RNA-seq

Concepto RNA-seq:

El RNA-Seq es un método de secuenciacién masiva (NGS) de RNA que permite
analizar el transcriptoma, es decir, el conjunto de moléculas de RNA mensajero
transcritas. El andlisis del transcriptoma nos da informacion sobre las muestras al
permitirnos conocer el nivel de expresion de los genes, asi como el uso preferencial
de exones de un mismo gen (splicing alternativo) que da a lugar a distintas
isoformas de una misma proteina.

El proceso de trabajo del RNA-Seq se basa, en primer lugar, en convertir un
conjunto de RNA mensajeros en una libreria de fragmentos de cDNA con
adaptadores en uno o ambos extremos. Mediante las tecnologias de secuenciacion
masiva, se obtienen pequefias secuencias de nucleétidos, llamadas reads, que
corresponden a cada fragmento de la libreria de fragmentos de cDNA obtenida. El
namero de reads varia en funcion de la expresion de un determinado gen, es decir,
Si un gen se expresa mas, tendra mas cDNA vy, por tanto, es mas probable que

tenga un mayor nimero de reads®3.

La calidad de los datos se evalub mediante el programa FASTQC
(http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc). Los adaptadores y las
lecturas de baja calidad se cortaron con Trimmomatic® versién 0.39 con los
siguientes  parametros:  “ILLUMINACLIP:Truseq3-SE:2:30:10  TRAILING:3
MINLEN:40”. Las lecturas se alinearon contra el transcriptoma de referencia
GRCh38/hg38, utilizando el software STAR 2.4.23% con los siguientes parametros:
‘runMode alignReads -OUtSAMtype BAM SortedByCoordinate -
outFilterMultimapNmax 1”. Los archivos BAM (Binary Aligment Map) generados por
alineacion se visualizaron en regiones de interés con IGV®6. El conteo de lecturas
por gen se obtuvo utilizando el software HTSeq-count®’. Para identificar los genes
expresados diferencialmente (DEG), usamos la paqueteria DESeqg2 en R

(Bioconductor)®8. Para lo cual, se considerd un valor de p ajustado < 0,05 y un
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log2foldchange >= |1|. Estos genes se utilizaron para la anotacion funcional e
identificacion de las vias sobrerepresentadas (enriquecidas). Para identificar las
vias sobreexpresadas, usamos la paqueteria ClusterProfiler® en R, usando la
funcion EnrichKEGG, vy las rutas de KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and

Genomes). Las vias enriquecidas se visualizaron utilizando la funcién enrichplot®°.

Citometria de flujo

Se purificaron células T CD4* de neonatos y adultos y se evalud la expresion a nivel
de proteina de algunos genes sobreexpresados en células neonatales, usando
anticuerpos especificos.

Se evalud una seleccion de genes expresados diferencialmente mediante citometria
de flujo con anticuerpos dirigidos a BCL11A (MA5-34678, Thermofisher), CEBP-alfa
(aEbs-1630R, Thermofisher), GLUT1 (sc-377228 AF790, Santa Cruz
Biotechnology), HOXA3 (PA5- 56077, Thermofisher), HOXA9 (PA5-102516,
Thermofisher), INSR (sc-57342 AF790, Santa Cruz Biotechnology), DUSP6 (MA5-
31988, Thermofisher), junto con el anticuerpo secundario Cabra anti-Conejo IgG
FITC (35-8067, TONBO). La expresion de proteinas se evalué en un citbmetro

Attune (Life Technologies) y se analiz6 utilizando el software Flow-Jo X.

Evaluacion de la proliferacion y activaciéon temprana en respuesta a sefiales
TCR/CD28 y TCR/TLRS.

Para los ensayos de divisiéon celular, las células mononucleares de recién nacidos
y adultos se dejaron sin tratar o se activaron entrecruzando las moléculas CD3 (70-
0037-U100, TONBO) y CD28 (70-0289-U100, TONBO) con un anticuerpo
secundario dirigido contra las regiones Fc (Goat Anti-Mouse Anticuerpo IgG (H+L)
bs-0296G, Bioss Antibodies). Las células T CD4* en division se identificaron
especificamente mediante una doble tincion con CFSE (21888, Sigma) 50 nM y
CD4-PerCP-Cyanine 5.5 (65-0048-T100, TONBO). La dilucion de CFSE en la

poblacion (gate) CD4* se midié después de la incubaciéon, durante 96h, en un
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citometro Attune (Life Technologies) y se analizé con el Flow-Jo X.

La respuesta de activacion temprana de las células T CD4* neonatales y de adulto
se evalué mediante el analisis del transcriptoma de las mismas células, después de
entrecruzar CD3 y CD28 con un anticuerpo secundario, IgG anti-raton de cabra
(H+L) (bs-0296G, Bioss Antibodies), durante 6 h. La estimulacion de TLR5 se realizé
con el mondémero FIliC de la flagelina (FLA-ST ultrapure, InvivoGen) a una
concentracion de 250 ng/ml, junto a la estimulaciéon del TCR con anti-CD3. Las

muestras se mandaron a secuenciar como como se indicé anteriormente.
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Capitulo 1. Expresidén génica en linfocitos T CD4* de adultos y
neonatos humanos en estado basal y en respuesta a sefiales de

activacion.

Para ganar informacion sobre las caracteristicas y funciones de los linfocitos T CD4*
neonatales, decidimos hacer un andlisis de transcriptoma comparando a las células
virgenes obtenidas de sangre de cordon umbilical con los linfocitos T CD4* virgenes
de la sangre de adultos jovenes en estado basal. Adicionalmente, estimulamos por
6 horas a las células purificadas, mediante el entrecruzamiento de CD3 y CD28 o

CD3 Yy flagelina, para evaluar la respuesta temprana de estos linfocitos.

Purificacion celular

Primeramente, se realizo6 la purificacion de linfocitos T CD4* virgenes de neonatos
y adultos humanos a partir de sangre de corddn y concentrados leucocitarios,
respectivamente. La pureza de cada muestra fue evaluada a través de citometria
de flujo, mediante tinciones de membrana para los marcadores CD3 y CD4, usando
anticuerpos monoclonales anti-CD3-PE (BL2) y anti-CD4-APC (RL1). Los linfocitos
T CDA4* obtenidos tuvieron una pureza mayor al 95%, con un promedio del 97%. En
la Figura 7 se muestra una imagen representativa de la pureza obtenida en un adulto
(7A) y un neonato (7B).

Los neonatos sanos, al momento de nacer, ain no se han enfrentado a ningun reto
inmunoldégico, por lo tanto no han desarrollado linfocitos T CD4* de memoria. En
nuestro estudio se buscdé comparar linfocitos T CD4* virgenes de adultos y
neonatos. Por lo tanto, para las muestras de adulto se llevé a cabo la eliminacion
de las células de memoria mediante el uso de perlas magnéticas acopladas a anti-
CD45R0. Para medir la eficiencia con la que se eliminaron los linfocitos de memoria,
se tifié con el marcador de memoria anti-CD45R0O (FITC). Por otro lado, las células
neonatales presentaban contaminacién de células negativas para CD3, que marca
a todos los linfocitos T, por lo que se decidié eliminar CD11b, que marca células

mieloides, tanto precursoras como maduras, y células NK. Esto permiti6 aumentar
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la pureza de nuestras poblaciones de células T CD4* neonatales y que los pasos
de purificacion de células neonatales y de adultos fueran equivalentes.

En la Figura 7D se muestra la expresion de CD45R0 en linfocitos T CD4* totales y
en linfocitos CD4* virgenes, se encontrd una expresion de este marcador por debajo
del 5% en los linfocitos T CD4* virgenes de adulto, con una intensidad media de

fluorescencia baja. Las células neonatales son negativas para CD45R0, Figura 7C.
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Figura 7. Purificacion de linfocitos T CD4* de adultos y neonatos. Se muestra
la pureza (imagen representativa) de los linfocitos T CD4* de un adulto A) y un
neonato B). En el eje X se muestra el porcentaje de células que expresan la
molécula CD4 acoplado a APC y en el eje Y se muestra el porcentaje de células
gue expresan la molécula CD3 acoplado a PE. C) Histogramas de CD45RO

acoplado a FITC de linfocitos T CD4* de adulto (rosa) antes de realizar la eliminacién
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de células de memoria y después de su eliminacion (rojo), se logra apreciar la
eliminacion de las células de memoria. Los datos se adquirieron en un citbmetro
(Attune™ Nxt Acoustic Focusing Flow Cytometer) y se analizaron en el software
FlowJo version X. En total, 14 muestras de neonatos y 12 muestras de adultos

fueron purificadas a linfocitos CD4*.

Transcriptoma de las células T CD4* de neonatos y adultos.

La evaluacion del transcriptoma de las células T CD4* de neonatos y adultos se
realiz6 mediante la técnica de RNA-seq. Para lo cual, se obtuvieron 3 muestras
bioldgicas de linfocitos T CD4* de adultos y 3 muestras de neonatos a nivel basal y
las mismas muestras estimuladas durante 6 horas con anti-CD3/anti-CD28 o anti-
CD3/Flagelina. Las muestras se guardaron en trizol y se mandaron a secuenciar a
la unidad de secuenciacion (Transcriptomic and Genomic Platform Marseille
Luminy), en Francia. En la plataforma se evaluo la integridad del RNA en un equipo
Bioanalizer 2100 (Agilent), sometiéndose a secuenciacion sélo las muestras con
una integridad (RIN) mayor a 8. Se realizaron las librerias con el kit single-end
TruSeq mRNA (lllumina) y se secuenciaron usando el equipo NextSeq-500
Sequencer de lllumina.

Se obtuvieron 18 datos de RNA-seq, los cuales se fueron analizando mediante el

siguiente flujo de trabajo (Figura 8).
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Figura 8. Flujo de trabajo para el analisis de los datos de RNA-seq. 1. Se realizo
el analisis de calidad de los datos crudos con el programa FASTQC y se quitaron
las lecturas de mala calidad y las secuencias de los adaptadores con el programa
de trimmomatic. 2. Se realiz6 el alineamiento de las lecturas utilizando el programa
STAR y el conteo de las lecturas se realizé con el programa Htseqg-count. 3. Con el
uso de los datos de conteo se realizO el analisis de genes diferencialmente
expresados utilizando la paqueteria de DESeq2 en R. 4. Con los GDE expresados
se realizo la anotacion funcional usando EnrichKEGG.

Anadlisis de calidad

Se realizé el andlisis de calidad de los datos crudos (archivos FASTQ) con el
programa de FASTQC y se generd un reporte con MultiQC. Se seleccionaron los
parametros necesarios para mejorar la calidad y eliminar posibles secuencias de
adaptadores, para lo cual se utilizé el programa de trimomatic. Posteriormente se
realiz6 un reporte de todos los datos con el programa MultiQC antes y después de
mejorar la calidad. El andlisis de la calidad de secuencia por base se muestra en la
Figura 9.

Adicionalmente, se verificd que la calidad de los datos fuera buena de acuerdo con
todos los parametros medidos por FASTQC.
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Antes Después

FastQC: Mean Quality Scores FastQC: Mean Quality Scores

Figura 9. Calidad de los datos de RNA-seq. A) Analisis de calidad de los datos
crudos y b) andlisis de calidad de los datos procesados con trimmomatic. El eje Y
proporciona las puntuaciones de calidad (score Phred), mientras que el eje X
representa la posicién en la lectura. El cédigo de colores de la gréafica denota lo que
se considera puntuaciones de calidad alta (verde), media (naranja) y baja (Roja).
Podemos notar que los datos crudos ya tenian una alta calidad y esta mejord

después de ser procesados con trimmomatic.

Alineamiento y conteo

Una vez que los datos fueron procesados, tuvieron una muy buena calidad y se
eliminaron las secuencias de los adaptadores, las lecturas se alinearon al genoma
de referencia mediante el uso del programa STAR. Se encontré que la mayoria de
las muestras tuvo valores arriba de un 70% de alineamiento, lo cual se muestra en
la figura 9, a excepcién de la muestra A1_3 que obtuvo un alineamiento del 66.19%.
Se decidié no descartar la muestra con menor calidad y ver como se agrupaba en

posteriores analisis.
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ADULTOS NEONATOS

Condiciones % Condiciones %
Alineamiento Alineamiento

A1_1 (SE) 74.08 % N2_1 (SE) 86.45 %
A3_1 (SE) 85.01 % N3_1 (SE) 88.35 %
A4_1 (SE) 82.73 % N5_1 (SE) 87.35%
A1_2(cd3+cd28) |81.98% N2_2 (cd3 +cd28) |[86.23%
A3_2(cd3+cd28) |85.56% N3_2 (cd3 +cd28) |[86.45%
A4_2(cd3+cd28) |89.57 % N5_2 (cd3 +cd28) |[85.91 %
A1_3(cd3+Flag) |[66.19% N2_3(cd3 +Flag) |86.84 %
A3_3(cd3 +Flag) |[86.24% N3_3(cd3 +Flag) |[88.07%
A4 3 (cd3+Flag) |[83.74% N5_3(cd3 +Flag) |86.78%

Figura 10. Porcentaje de alineamiento de los datos de RNA-seq. Se muestran
los porcentajes de alineamiento de cada muestra secuenciada de linfocitos T CD4*
en estado basal (SE), estimulados (CD3/CD28 o CD3/TLR5) de adultos (A) y
neonatos (N). La mayoria de las muestras tienen un alineamiento mayor al 74%,

solo encontramos una con un bajo alineamiento.

Visualizacion de IGV de regiones importantes

Al realizar el alineamiento se generd un archivo BAM (Binary Aligment Map), el cual
fue visualizado en IGV en regiones cromosémicas correspondientes a genes de
interés, para corroborar un correcto alineamiento. A continuacion, se muestra una
imagen representativa de los datos de adultos y neonatos en la Figura 11, en donde

se observo un correcto alineamiento para el gen CDA4.

ADULTOS NEONATOS
“ - '-;; ,' ,'m A .'.'_.u'l..'.'ﬁ
’ ‘-de -‘_-‘.'M P TeY B

Figura 11. Visualizacion de genes con IGV. Se muestra el alineamiento del gen

32



CD4 en el IGV, usando los archivos BAM de los linfocitos T CD4* de adultos y

neonatos.

Conteo de lecturas (reads) por gen

Se contaron las lecturas (reads) por gen de cada muestra, utilizando el archivo bam,
gue se genero del alineamiento con STAR y el GTF de referencia. Para esto se
utilizé la herramienta de HTSeqg-Count, la cual permite realizar un conteo de las
lecturas (alineamientos Unicos) que se alinearon a cada gen, de tal forma que

obtengamos una aproximacion a los valores de expresion de cada gen.

Expresion diferencial con Deseq2

Para obtener los genes diferencialmente expresados, se realizé un andlisis con
DESeq2 y a los resultados se les realiz6 un filtrado, poniendo como condiciones
un p-value ajustado (p-adj) < 0.05 y un fold change (log2FoldChange) >= |1|. Con
el presente analisis, se garantizod la identificacion de genes diferencialmente
expresados con alta confianza. En la figura 12 se muestra la grafica del nimero de

genes diferencialmente expresados en cada comparacion.

e N

NEONATOS  SE “ CD3+CDh26 “ CD3+FLAG

PN
1999 2540 2552

N 340

ApULTOS  SE 4mmmm) CD3+CD20 ﬁ CD3+FLAG

\_ M ___//

Figura 12. Grafica ilustrativa de los genes diferencialmente expresados (GDE)
en todas las comparaciones. Realizamos comparaciones entre todos los grupos.
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A continuacioén, se describiran los resultados por cada comparacion realizada.

Comparacion de linfocitos T CD4* de neonatos y adultos a nivel basal.

Al realizar la comparacion de linfocitos T CD4* de neonatos y adultos a nivel basal
se realiz6 un PCA para ver la manera en que se agrupaban los datos. Como se
logra ver en la Figura 13A, los datos de neonatos (azul) se agrupan con los neonatos
y los datos de adultos se agrupan con los adultos, lo cual nos indic6 que
observariamos diferencias al comparar estas dos condiciones. Logramos encontrar
1999 genes diferencialmente expresados (GDE), de los cuales, 1137 corresponden
a genes sobreexpresados con un log2 fold change >=1 en linfocitos T CD4*
neonatales y 862 a genes sobreexpresados con un log2 fold change <=-1 en
linfocitos T CD4* de adulto, Figura 13B). Cabe mencionar, que en las
comparaciones del RNA-seq entre dos condiciones, los genes diferencialmente
expresados (GDE) son aquellos que cumplen con log2 fold change (Ifc) >= |1|,
donde los valores de Ifc de una condicién quedan positivos, mientras que los de la

otra quedan negativos.

Anotacion funcional

Se realiz6 la anotacion funcional de los genes diferencialmente expresados con la
herramienta EnrichKEGG de la paqueteria clusterProfiler, usando las vias de KEGG
(Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes). Como resultado, se obtuvieron varias
vias de KEEG sobrerepresentadas con un p-adj < 0.05, como se aprecia en la Figura
13. Cabe mencionar, que solamente al utilizar la lista de genes sobreexpresados en
neonatos a nivel basal encontramos vias sobrerrepresentadas (Figura 13C).

Se realizé un diagrama donde se pueden observar los genes que participan en las
7 vias de sefializacion celular sobrerepresentadas en los linfocitos T CD4* de

neonato (Figura 13D).
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Figura 13. Genes diferencialmente expresados en los linfocitos T CD4* de
neonatos y adultos a nivel basal. A) Andlisis de componentes principales. B)
volcano plot de los GDE, en rojo se observan a las muestras de adultos y en azul
las muestras de los neonatos. C) Anotacion funcional con enrichKEGG. D) red de

los GDE que participan en las vias de sefalizacion encontradas en los neonatos.

La primera via, desregulacion transcripcional en cancer (Fig. 13D, rosado), incluye
genes con funciones de linfocito Trec, tales como fms related receptor tyrosine
kinase 1 (FLT1)®%, plasminogen activator urokinase (PLAU)®?, 15-
hydroxyprostaglandin dehydrogenase (HPGD)® , genes sobreexpresados en
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células hematopoyéticas y precursores de células T, varios de ellos relacionados
con hiperproliferacién y con la Leucemia linfoblastica aguda de células T, tales como
prominin 1(PROM1)%, homeobox 9, homeobox 10 (HOXA9, HOXA10)%66, platelet
derived growth factor subunit A (PDGFA)®’, MYCN proto-oncogene (MYCN)®8, LIM
domain only 2 (LMO2)%, BMP2 inducible kinase (BMP2K)"°, Meis homeobox 1
(MEIS1)"%, high mobility group AT-hook 2 (HMGAZ2)72, hematopoietically expressed
homeobox (HHEX)"3, ETS transcription factor ERG (ERG)"4, H3 clustered histone
10 (H3C10)’®, genes tipicamente asociados a funcién antimicrobiana como
myeloperoxidase (MPQ)’¢, elastasa (ELANE)’?, defensin alpha 3(DEFA3), defensin
alpha 4(DEFA4)’®%; asi como genes de sefializacién celular dual specificity
phosphatase 4 (DUSP4), dual specificity phosphatase 6 (DUSP6)7, tetraspanin 7
(TSPANT7)8, solute carrier family 45 member 3 (SLC45A3)8, junction plakoglobin
(JUP)®2, retinoid X receptor alpha (RXRA)3, neurotrophic receptor tyrosine kinase 1
(NTRK1)8, particularmente con funciones reguladoras. Las vias del metabolismo
central del carbono en cancer (Central Carbon Metabolism in Cancer) y el factor 1-
alfa inducible por hipoxia HIF-1 estan enriquecidas en enzimas de la glucdlisis
aerdbica, como lactate dehydrogenase A (LDHA), hexokinase 1 (HK1), hexokinase
2 (HK2)®, pyruvate dehydrogenase kinase 1 (PDK1)®8, phosphoglycerate kinase 1
(PGK1)®" y enolase 1 (ENO1)® (Figura 13D, naranja). Las vias de activacion de
plaguetas y adhesién focal estan involucradas en los reordenamientos del
citoesqueleto y la migracion celular (Figural3D turquesay amarillo), que de acuerdo
con el enriquecimiento de la via de sefializacién de Rap (Figura 13D, azul marino),
controla la migracioén celular y los reordenamientos del citoesqueleto. Finalmente, la
Via de sefializacion RAS (Figura 13D, gris) controla la proliferacién celular que, junto
con los genes de hiperproliferacion descritos anteriormente, sugiere que las células

neonatales participan en la proliferacion homeostatica.

Ademas, en la Figura 14, se muestran los 50 genes que mostraron las mayores
diferencias entre las células neonatales y de adulto y los factores de transcripcion
expresados diferencialmente (Figura 15). Los genes sobreexpresados en las células

neonatales estan involucrados en el citoesqueleto, la adhesién y migracién celular,
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como MARCKS cis regulating IncRNA promoter of cytokines and inflammation
(MROCKJ1), Cluster of Differentiation 93 (CD93)88, MTSS I-BAR domain containing
2 (MTSS2), fibulin 2 (FBLNZ2), kinase insert domain receptor (KDR1), el control de
la sefalizacion celular phosphodiesterase 6G (PDE6G), protein tyrosine
phosphatase receptor type D (PTPRD) y el desarrollo neuronal regeneration related
protein (NREP), activator of transcription and developmental regulator AUTS2
(AUTS2), insulin like growth factor 2 mRNA binding protein 3 (IGF2BP3). Los genes
sobreexpresados en células de adulto estdn mas involucrados en la funcion celular
como transmembrane protein 30B (TMEMS30B), pleckstrin homology, MyTH4 and
FERM domain containing H2 (PLEKHH2), small G protein signaling modulator 1
(SGSML1), kinesin family member 5C (KIF5C), kinesin family member 21A (KIF21A),
fms related receptor tyrosine kinase 4 (FLT4) y en la estructura y estabilidad del
genoma RPAL related single stranded DNA binding protein, X-linked (RADX),
nucleosome assembly protein 1 like 2 (NAP1L2), transcription elongation factor A
like 2 (TCEALZ2). Sobre los factores de transcripcion expresados diferencialmente
entre células neonatales y adultas, muchos de los factores de transcripcion de las
células neonatales estan involucrados en el desarrollo y la hiperproliferacion. Entre
estos, encontramos zinc finger protein 423 (ZNF423), que se ha relacionado con la
reparacion de dafios en el ADN®;, BCL11A (BAF chromatin remodeling complex
subunit BCL11A), un importante regulador de la linfopoyesis temprana, también
involucrado en la remodelacion de la cromatina a través de su asociacion con el
SWI/SNF®; TOX(thymocyte selection associated high mobility group box), que
interviene en la maduracion de las células T y en la inhibicion de las funciones
efectoras, provocando también el agotamiento de las células T°.. También es
destacable la expresion de los genes homeobox, HOXA y HHEX, que estan
implicados en los procesos de desarrollo®?, HOXA3 esta especialmente implicado
en el desarrollo del timo®. CEBPA codifica un factor de transcripcion que controla
la expresion de genes y regula la proliferacién®. Por el contrario, los factores de
transcripcion sobreexpresados en células adultas estén relacionados con la funcion
tipica de las células T, como T-bet (TBX21), los factores de transcripcion EOMES y

STAT4, que se activa en respuesta a la IL-12 y esta implicado en la diferenciacion
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Figura 14. Heatmap de los principales GDE de la comparacion entre neonatos
y adultos a nivel basal. Se muestran los top 50 genes mas diferencialmente
expresados en linfocitos T CD4* entre adultos y neonatos en condiciones basales.

El orden corresponde a los 25 GDE con un mayor log2foldchange tanto en linfocitos
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T CD4* entre adultos y neonatos. La intensidad del color representa el valor del z-

score usado para calcular los valores del heatmap.

Top 60 transcription factors
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Figura 15. Heatmaps de los factores transcripcionales de lacomparacién entre

neonatos y adultos a nivel

basal.

Se muestran

los top 60 factores

transcripcionales diferencialmente expresados en linfocitos T CD4* entre adultos y

neonatos en condiciones basales. El orden corresponde a los 30 factores
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transcripcionales con un mayor log2foldchange tanto en linfocitos T CD4* de adultos
y neonatos. La intensidad del color representa el valor del z-score usado para

calcular los valores del heatmap.

Validacion experimental

Se seleccionaron algunos genes que resultaron diferencialmente expresados entre
linfocitos T CD4* de neonatos y adultos (sobre-expresados en células neonatales)
en el andlisis de RNA-seq, los cuales corresponden a receptores (INSR y PD1),
factores transcripcionales (HOXA4, HOXA9 y BCL11A), enzimas (DUSP6) y
transportadores (GLUT1) que podrian participar de forma importante en la funcion
y proliferacion de las células neonatales. Los niveles de expresion de las proteinas
de estos genes fueron evaluados a través de citometria de flujo.

Entre las células virgenes, hay dos poblaciones que se consideran distintivas, los
Emigrantes Recientes del Timo (RTES), que han completado mas recientemente su
desarrollo y salida del timo y las células virgenes que ya proliferaron
homeostéaticamente (proceso que no implica el reconocimiento del antigeno). Para
los RTEs, se encontr6 una proteina de superficie (marcador) que permite
identificarlos, esta proteina es CD31%. Debido a que en la literatura se reporta que
los linfocitos T neonatales tienen una elevada proporcion de RTES®, que expresan
CD31 en su membrana, se decidié evaluar la expresion de las proteinas tanto en
linfocitos T virgenes de neonatos y adultos como en las subpoblaciones de RTEs
(CD31+).

La estrategia para analizar los datos de citometria de flujo se describe en la figura
16. Para medir DUSP6, HOXA9, HOXA3, CEBPA, BCL11A se utilizaron los
anticuerpos primarios especificos y después un anticuerpo secundario acoplado a
fluoréforo. Se muestra una imagen representativa del control del anticuerpo
secundario anti-rabbit-FITC (historgrama amarillo figural6B) en comparacién con
los histogramas sin tefiir (historgrama gris figural6B), y los histogramas de DUSP6,
HOXA9, HOXA3, CEBPA, y BCL11A con la tincion de anticuerpo primario y
secundario. Para medir INSR y Glutl se utilizaron anticuerpos acoplados al
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fluoréforo AlexaFluor 790. Se realizaron los controles FMO (fluorescencia menos
uno), que contienen todos los anticuerpos de la muestra menos 1 (FITC o AF790
figura 16C).

A) Gated on CD4 * T cells lives and thymic emigrants (RTEs)
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Figura 16. Estrategia de gating para la validacion de GDE por citometria de
flujo. Se purificaron linfocitos T CD4* de adultos y neonatos en estado basal para
evaluar la expresion de INSR, CEBPA, HOXA4, HOXA9, BCL11A, DUSP6y GLUTL1.
Las muestras fueron pasadas al citdmetro, los datos se analizaron de la siguiente
manera: 1. Se realizo la seleccidn de células que estan pasando una por una (gated
on singlets). 2. Se selecciond la region que corresponde a los linfocitos (gated on

lymphocytes). 3. Se seleccion6 mediante un histograma a las células vivas (gated
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on live cells). 4. Se seleccionaron a las células CD31+ (gated on CD31+). 5. Se
evaluo la intensidad media de fluorescencia (IMF) de INSR, CEBPA, HOXA4,
HOXA9, BCL11A, DUSP6 y GLUT1 tanto para las células vivas y las CD31+. B)
Figura representativa de los histogramas del control del anticuerpo secundario anti-
rabbit-FITC (historgrama amarillo figural6B) en comparaciéon con los histogramas
sin teflir (histograma gris), histogramas de DUSP6, HOXA9, HOXA3, CEBPA, y
BCL11A con la tincion de anticuerpo primario y secundario.

Para ver si las diferencias entre las células neonatales y de adultos no se debian a
una proporcion distinta de RTES, evaluamos el porcentaje de expresion de CD31 en
ambos tipos celulares. Los adultos expresaron en promedio un 62.7% de RTEs en
linfocitos T CD4* mientras que los neonatos expresaron un 68.3%, siendo esta
diferencia no estadisticamente significativa (Figura 17B).

Se evalud la expresion de los genes que se encontraron sobreexpresados en
linfocitos T CD4* de neonato y adulto, tanto en las poblaciones totales como en las
CD31* (marcador de RTES) (Figura 17A Gate CD31"), con el fin de saber silos RTE
pudieran afectar a los genes diferencialmente expresados. No se encontrdé ninguna
diferencia en la expresion de proteinas entre el total de las células vivas y las células

positivas para RTE (figura 17B)
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Figura 17. Evaluacion de los RTEs en linfocitos T CD4* de neonatos y adultos
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por citometria de flujo. A) Seleccién de la poblacibn CD31* mediante el uso de
histogramas en linfocitos T CD4* de adultos (rojo) y neonatos (azul) de linfocitos T
CD4*. B) Boxplot del porcentaje de la poblacién CD31* en linfocitos T CD4* de
adultos (rojo) y neonatos (azul) de linfocitos T CD4*. El analisis estadistico se hizo

en R, usando la prueba U de Mann-Whitney. La n=6 en ambos casos.

Mediante el uso de anticuerpos acoplados a fluorocromos que dan sefial en el canal
Blue 1(FITC-BL-1), se evalu6 BCL11A, CEBPA, HOXA3, HOXA9, DUSP6 en
linfocitos T CD4" de adultos y neonatos. Se graficaron boxplots tomando en cuenta
la intensidad media de fluorescencia (Figura 18) y se observo la expresion
aumentada de BCL11A, CEBPA, HOXA3, HOXA9, DUSP6 en los linfocitos T CD4*
de neonatos (azul) en comparacion de los adultos (rojo). Ademas, se evalud la
expresion de receptores relacionados con el metabolismo de glucosa (INSR y
GLUT1), mediante el uso de anticuerpos acoplados a fluoréforos en el canal Red 3
(AF790-RL3), en las mismas células. Se graficaron boxplots tomando en cuenta la
intensidad media de fluorescencia y se demostré la sobreexpresion de INSR y
GLUT1 en los linfocitos T CD4* de neonatos (azul) en comparacion de los adultos

(rojo).
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Figura 18. Evaluacidon de la expresion de proteinas de genes sobreexpresados
en neonato en la poblacién de linfocitos y RTEs (CD31*). Se muestra la
expresion de las proteinas de BCL11A, CEBPA, GLUT1, HOXA3, HOXA9, INSR,
DUSP®6 en linfocitos T CD4* y RTEs (CD31*) de neonatos (azul) y adultos (rojo). En
el eje vertical se muestra la IMF y en el eje de la x estan las proteinas que se

evaluaron. Para cada proteina se muestran tanto la region de CD31+ como la de
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células vivas (CD31-). El andlisis estadistico se hizo en R, usando la prueba U de
Mann-Whitney. Para los linfocitos T CD4* de adultos la n=3, mientras en neonatos

la n=5. * indica p<0.05.

Ensayo de proliferacion de linfocitos T CD4* de adultos y neonatos

Se purificaron CBMCs de sangre de cordon umbilical y PBMCs de sangre periférica
de adulto, a las PBMCs se les eliming las células de memoria mediante la deplecion
de CD45R0 usando un anticuerpo acoplado a perlas magnéticas como se describio
anteriormente. Se evaluo la proliferacion de los linfocitos T CD4* virgenes dentro de
las poblaciones de CBMCs y PBMCs, en condiciones basales y estimuladas con
anti-CD3/anti-CD28, durante 96 horas. Se tifieron las células con el kit Live-Dead
Fixable Near IR para medir su viabilidad. Para seleccionar a los linfocitos T CD4* se
utilizé un anti-CD4-APC, y para medir a las células que proliferaron se midio la
dilucion del reactivo CFSE. Las muestras fueron evaluadas por citometria de flujo.
Para analizar los datos se utilizo el programa flowjoX, para lo cual, primero se
seleccionaron las regiones de las de células que estaban pasando una por una
(singlets), después se seleccioné a la region de células vivas, enseguida se
selecciond la region de linfocitos, para después se seleccionar a la poblacion de
linfocitos T CD4*, y finalmente, sobre los linfocitos T CD4* se analizaron los picos

generados de la dilucion del CFSE (Figura 19).
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Flow cytometry gating strategy for proliferation assay
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Figura 19. Estrategia de gating para la evaluacion de la proliferacion por
citometria de flujo.

Evaluamos la proliferacion a nivel basal (homeostatic proliferation) y en respuesta a
la activaciéon con anti-CD3/anti-CD28 (activation-induced proliferation) tanto en
linfocitos T CD4* de neonatos (azul) como de adultos (rojos) (Figura 20A). Los
linfocitos T CD4* neonatales proliferaron mas que los de adultos tanto a nivel basal
y en respuesta a la estimulacion, tal como se muestra en la frecuencia de las células
(cell frequency) que diluyeron el colorante CFSE (Figura 20A). Después se analiz6
la frecuencia celular en cada generacion, tanto a nivel basal como en respuesta al
estimulo, en linfocitos T CD4* de neonatos (azul) y adultos (rojos). Se encontr6 que
los linfocitos T CD4" neonatales generaron hasta tres generaciones (Figura 20B),
mientras que los de adultos no se dividen homeostaticamente, solo una pequefia
proporcion de las células alcanzaron una division después de la activacion. Por otro
lado, en respuesta a la activacion, los linfocitos T CD4* neonatales generaron hasta
cuatro generaciones en comparacion con los adultos que generaron dos (Figura
20C). Cabe mencionar que este experimento se realiz6 sin adicionar citocinas al

medio.
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Figura 20. Ensayos de proliferacion de linfocitos T CD4* de neonatos y adultos.
A) Proliferacién de linfocitos T CD4* de neonato (azules) y adulto (rojas) sin ningan
estimulo (Homeostatic proliferation) o tras la estimulacién de anti-CD3/ anti-CD28
durante 96 h (Activation-induced proliferation). Se muestra la frecuencia de células
en cada generacion (Gen) en las muestras en estado basal (B) y después de la
estimulacién (C). Para los linfocitos T CD4* de adultos la n=5, mientras en neonatos
la n=4. El andlisis estadistico que se utilizé fueron el andlisis de varianza de dos
colas y el test de Sidak para comparaciones mdltiples. * indica P < 0.05, ** indica P

< 0.01.

Conclusiones de la comparacion a nivel basal

e La proporcion de emigrantes recientes del timo es similar entre los linfocitos
T CD4* de adultos jovenes y neonatos, y no afectd la expresion de las
proteinas seleccionadas.

e Los linfocitos T CD4* de neonatos, a nivel basal, tienen aumentada la

expresion de proteinas relacionadas con la hiperproliferacion (HOXA3,
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HOXA9, BCL11A), actividad antimicrobiana (ELANE, MPO, AZU1, etc),
metabolismo de la glucosa (INSR y GLUT1) e inhibicion de la sefializacion
del TCR (DUSP6) en comparacion con los adultos.

e Elaumento de las proteinas INSR y GLUT1 en linfocitos T CD4* de neonatos
a nivel basal refuerza la idea de un metabolismo de glucosa aumentado en
estas células.

e Loslinfocitos T CD4* neonatales proliferan mas que los linfocitos T de adultos

a nivel basal y en respuesta a la estimulacion con anti-CD3/anti-CD28.

El perfil de expresidon génica de los linfocitos T CD4* neonatales muestra una
baja activacién en comparacion con los adultos.

Ademés de las comparaciones a nivel basal, es de suma importancia conocer la
respuesta de los linfocitos T CD4* neonatales al estimulo tipico de TCR/CD28, por
lo cual se realizd el RNA-seq de células estimuladas de esa forma.

La Figura 21 muestra el numero de genes (Figura 21A) encontrados
diferencialmente expresados en las distintas condiciones. Resulta muy claro que las
células de adulto respondieron a la estimulacion de manera robusta, con 340 genes
diferencialmente expresados en tan solo 6h. En cambio, las células neonatales
presentaron una baja respuesta a estas condiciones de estimulacion con sélo 76
genes diferencialmente expresados (Figura 21A). En ningdn caso, la comparacién
entre células no estimuladas y estimuladas de la misma poblacion celular arrojé vias
diferencialmente expresadas. Sin embargo, la comparaciéon entre las células
estimuladas a través de CD3/CD28 entre células neonatales y de adulto arrojo
varias vias sobrerepresentadas, ademas de las ya encontradas a nivel basal. El
estimulo provoco que el perfil de las células neonatales fuera aiin mas marcado
hacia una glucélisis aerobia y proliferaciébn. Asimismo, sobreexpresaron genes
asociados a adhesion (ITGA11, KDR, DOCK1 etc.) y migracion (ACTN1, ARG2, LAMCL1,
LAMB?2 etc.). Por su parte, las células de adulto estimuladas a través de CD3/CD28
(Figura 21B) activaron la expresion de genes asociados a vias de sefializacion (via

de sefializacion de receptores NOD, TLR, TNF y TCR), de citocinas y receptores de
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citocinas (IL2, IFNG, IL1A, TNF, IL1RA etc.), lo cual es de esperarse de acuerdo

con el estimulo que recibieron.
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Figura 21. Anotacion funcional de los genes diferencialmente expresados en
las distintas condiciones. A) Diagramas de Venn de genes diferencialmente
expresados entre las distintas condiciones: Comparaciones de linfocitos T CD4" de
neonatos en estado basal y estimulados (CD3/CD28), linfocitos T CD4* de adultos
en estado basal y estimulados (CD3/CD28), y linfocitos T CD4* estimulados
(CD3/CD28) de neonatos (azul) y adultos (rojo) B) Anotacion funcional de los genes
diferencialmente expresados en las siguientes condiciones: Comparaciones entre
linfocitos T CD4* de neonatos y adultos en estado basal, y entre linfocitos T CD4*
estimulados (CD3/CD28) de neonatos y adultos. Se muestran las vias que se

identificaron de KEGG con un p-adj< 0.05.

En la anotacion funcional de genes diferencialmente expresados entre linfocitos T

CD4* de adultos en condiciones basales y estimulados, se identificaron varias vias
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relacionadas con la sefalizacion intracelular y la produccion y sefializacién mediada
por citocinas en células estimuladas. Esto concuerda con los esperado para las

células de adulto que se activan a través de TCR/CD28 (Figura 22).

KEGG pathway enrichment
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Figura 22. Anotacién funcional de los genes diferencialmente expresados en
delinfocitos T CD4* de adultos tras la estimulacion (CD3/CD28). Se identificaron
varias vias de KEGG sobrerrepresentadas en los linfocitos T CD4* de adultos
estimulados con CD3/CD28 y ninguna via en estado basal. Para lo cual se usé la

herramienta de EnrichKEGG con un p-adj< 0.05

Al realizar la comparacion de linfocitos T CD4* de neonatos a nivel basal y
estimulados con CD3/CD28 encontramos 76 genes diferencialmente expresados
(GDE), 1 sobreexpresados con un log2 fold change >=1 en linfocitos T CD4*
neonatales a nivel basal y 75 sobreexpresados con un log2 fold change <=-1 en

linfocitos T CD4* neonatales estimulados.
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Se realiz6é la anotacion funcional usando las vias de KEGG. Como resultado, se
obtuvieron varias vias de KEGG sobrerrepresentadas con un p-adj < 0.05, como se

aprecia en la Figura 23.

En los linfocitos T CD4* neonatales en condiciones basales encontramos
sobrerepresentada la via de mTOR, mientras que la estimulacién con CD3/CD28
genera la expresiéon de genes que participan en la via de sefializacion intracelular y
de vias de citocinas como TNF e IL-17 (Figura 23).
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Figura 23. Anotacion funcional de los genes diferencialmente expresados en
de linfocitos T CD4* de neonatos tras la estimulacion (CD3/CD28). Se
identificaron varias vias de KEGG sobrerrepresentadas en los linfocitos T CD4* de
neonatos estimulados con CD3/CD28 y dos vias en estado basal. Para lo cual se

usoé la herramienta de EnrichKEGG con un p-adj< 0.05
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Conclusiones de las comparaciones entre las células estimulados mediante
CD3/CD28

» Los linfocitos T CD4* de adulto estimulados con TCR/CD28 sobreexpresaron
genes de vias de sefializacion, entre ellas vias de citocinas, receptores tipo
NOD y receptores tipo Toll. Por su parte, los linfocitos T CD4* neonatales no
pudieron inducir la expresion de estos genes en respuesta al estimulo, lo que
podria indicar una baja respuesta de activacion.

* Los linfocitos T CD4* de adultos sobreexpresan genes de citocinas y
receptores de citocinas, lo cual es de esperarse debido al estimulo que
recibieron y el papel de las citocinas y sus receptores en la activacion y
diferenciacion de los linfocitos T CD4*

* Por otro lado, en los linfocitos T CD4* de neonato estimulados mediante
CD3/CD28, ademas de las vias sobre representadas a nivel basal, aparecen
también la via de la glucdlisis/gluconeogénesis, la via de sintesis de
aminoécidos, y amebiasis.

 En general, pocos genes se sobreexpresaron en las células neonatales
estimuladas comparado con su estado basal, y no corresponden con la
respuesta observada en adultos, lo cual es interesante.

Expresion génica en respuesta a la activacion a través de TCR/TLR5

La activacion de los TLRs por sus ligandos conduce a la inflamacion, aumento de la
funcion de las células inmunes y mejora el reclutamiento de células inmunes a los
sitios de infeccion, favoreciendo entonces la eliminacion del patdgeno. El TLR5
reconoce a la flagelina, componente del flagelo de bacterias maviles.

En estudios previos de nuestro laboratorio, encontramos que el TLR5 es uno de los
TLRs que mas se transcribe en linfocitos T tanto de adultos como neonatos (Tesis
de licenciatura. Otoniel R.J.2010). Al inducir la activacion del TLR5 con flagelina, se
encontré que esta promueve la activacion de NF-kB y AP-1 tanto en linfocitos T de
adultos como neonatos??#°, También se demostré que la flagelina induce a la

produccién de IFNy en los linfocitos T CD4* neonatales®’.
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Por esa razdn, en este trabajo se evalud el perfil transcriptdmico que se expreso
con la activacion del TCR y el receptor tipo Toll 5 (TLR5) en los linfocitos T CD4*
de neonatos y adultos humanos.

Al comparar el perfil de expresién génica de linfocitos T CD4* de adultos a nivel
basal y estimulados con CD3/Flag, encontramos 441 genes diferencialmente
expresados (GDE) (Figura 24A), de los cuales, 104 estuvieron sobreexpresados
(log2 fold change >=1) en linfocitos T CD4* de adultos a nivel basal y 337
estuvieron sobreexpresados (log2 fold change <=-1) en linfocitos T CD4* adultos
estimulados con CD3/Flag. A continuacién, se realiz6 la anotacién funcional
usando las vias de KEGG y el programa enrichKEGG en R. Como resultado, se
encontraron sobrerepresentadas varias vias de KEGG con un p-adj < 0.05, tras la
estimulacién con CD3/Flag, y solo se encontré una via sobrerepresentada a nivel

basal, como se aprecia en la Figura 24B.
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Figura 24. Anotacién funcional de los genes diferencialmente expresados en
de linfocitos T CD4* de adultos tras la estimulacién (CD3/Flag). A) Diagramas
de Venn de genes diferencialmente expresados entre linfocitos T CD4* de adultos
en estado basal y estimulados (CD3/Flag). B) Se muestran las vias de KEGG

sobrerrepresentadas en los linfocitos T CD4* de adultos estimulados con CD3/Flag
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y en estado basal. El analisis de enriquecimiento de vias se realiz6 con la

herramienta EnrichKEGG en R, con un p-adj< 0.05.

Al realizar la comparacion de linfocitos T CD4* de neonatos a nivel basal y
estimulados con CD3/Flag, logramos encontrar 44 genes diferencialmente
expresados (GDE) (Figura 25A), de los cuales, los 44 genes estuvieron
sobreexpresados (log2 fold change <=1) en linfocitos T CD4* de neonatos
estimulados con CD3/Flag. A continuacién, se realiz6 la anotacién funcional
usando las vias de KEGG con EnrichKEGG en R. Como resultado, se obtuvieron
varias vias de KEEG sobrerrepresentadas, con un p-adj < 0.05, tras la estimulacion
con CD3/Flag, y ninguna via se encontré sobrerepresentada a nivel basal en

linfocitos T CD4* de neonatos, como se aprecia en la Figura 25B.
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Figura 25. Anotacion funcional de los genes diferencialmente expresados en
de linfocitos T CD4* de neonatos tras la estimulacién (CD3/Flag). A) Diagramas
de Venn de genes diferencialmente expresados entre linfocitos T CD4* de neonatos
en estado basal y estimulados (CD3/Flag). B) Se muestran las vias de KEGG
sobrerrepresentadas en los linfocitos T CD4* de neonatos estimulados con

CD3/Flag. El andlisis de enriquecimiento de vias se realizo con la herramienta
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EnrichKEGG en R, con un p-adj< 0.05.

Al realizar la comparacion entre linfocitos T CD4* de neonatos (azul) y adultos
(rojo), estimulados con CD3/Flag, encontramos 2552 genes diferencialmente
expresados (GDE) (Figura 26A), de los cuales, 1395 estuvieron sobreexpresados
(log2 fold change >=1) en linfocitos T CD4* de neonatos estimulados con CD3/Flag
y 1157 estuvieron sobreexpresados (log2 fold change <=-1) en linfocitos T CD4*
adultos estimulados con CD3/Flag. Se realizé la anotacién funcional usando las
vias de KEGG. Como resultado, se obtuvieron varias vias de KEGG
sobrerrepresentadas, con un p-adj < 0.05, tras la estimulacién con CD3/Flag tanto

en linfocitos T CD4* de neonatos y adultos, como se aprecia en la Figura 26B.
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Figura 26. Anotacion funcional de los genes diferencialmente expresados en
de linfocitos T CD4* de neonatos y adultos tras la estimulacién (CD3/Flag). A)
Diagramas de Venn de genes diferencialmente expresados entre linfocitos T CD4*
de neonatos (azul) y adultos (rojo) estimulados (CD3/Flag). B) Se muestran las vias
de KEGG sobrerrepresentadas tanto en los linfocitos T CD4* de neonatos como de
adultos estimulados con CD3/Flag. El analisis de enriquecimiento de vias se realiz

con la herramienta EnrichKEGG en R, con un p-adj< 0.05.

En linfocitos T CD4* de adultos, la estimulacion con TCR/Flagelina gener6 la
expresion de genes de sefializacion intracelular, asi como genes de citocinas y

respuesta a citocinas, de forma similar a lo que ocurrié en la estimulacion con
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TCR/CD28 (Figura 22). Por otro lado, en linfocitos T CD4* de neonatos estimulados
con CD3/Flag, encontramos vias sobrerrepresentadas de sefalizacion intracelular,
como receptores tipo NOD y RIG, Map cinasas y NF-kB, como se esperaria de
acuerdo con la sefalizacion por receptores tipo toll (Figura 25). Nuevamente, similar

a lo que se encontré para TCR/CD28 en células neonatales (Figura 24).

Conclusiones

e En linfocitos T CD4* de neonatos, el estimulo con CD3/Flag lleva a la
expresion de genes de vias de sefalizacion intracelular, en particular la
activacion de NF-kB y MAP cinasas. Lo cual sugiere que la via del TLR5
podria llevar a un mejor balance de los factores transcripcionales AP-1 y
NFKkB y una mejor activacion de los linfocitos T neonatales. Sin embargo, en
respuesta al estimulo (TCR/TLR5) solo se promueve la expresion de 44
genes en estas células.

e Elestimulo TCR/TLR5 podria promover vias de sefializacion de citocinas, en
particular IL-17, en linfocitos T CD4* neonatales.

e Enlinfocitos T CD4* de adultos, el estimulo con CD3/Flag induce la expresion
de genes de vias de sefalizacion intracelular como NOD, TLR, y NF-kB, asi
como genes de citocinas y receptores de citocinas, como la via de TNF. A
notar, en células de adulto el estimulo TCR/TLR5 promueve la expresion
diferencial de 441 genes, 10 veces més que en células neonatales.

e Al comparar linfocitos T CD4* de adultos y neonatos estimulados por
TCR/TLR5, encontramos grandes diferencias entre ambos tipos celulares,
donde las células neonatales paracen conservar la expresion de genes de un
metabolismo altamente glucolitico, y promover vias de sefalizacion como
Hippo, MAP cinasas y fosfolipasa D. Por su parte, en los linfocitos T CD4" de
adultos se sobreexpesan genes de vias de sefializacién intracelular, como
TLR y NOD, y genes de citocinas y sus receptores.

e Aligual que el estimulo de TCR/CD28, el estimulo de TCR/TLR5 promueve

una mayor reprogramacion de la expresion génica en linfocitos T CD4* de
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adultos que de neonatos.
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Capitulo 2: Expresion génica en linfocitos T CD4+ de neonatos
de acuerdo con el tipo de nacimiento y edad estacional.

2.1 Secuenciacién de las muestras

La evaluacion del transcriptoma de las células T CD4* de neonatos prematuros y de
término nacidos por cesarea, se realiz6 mediante la técnica de RNA-seq. Se
obtuvieron 5 muestras bioldgicas de linfocitos T CD4* de neonatos prematuros a
nivel basal, 5 muestras biolégicas de linfocitos T CD4* de neonatos de término a
nivel basal. Las muestras se guardaron en trizol y se mandaron a secuenciar a la
unidad de secuenciacién (Transcriptomic and Genomic Platform Marseille Luminy)
en Francia. En la plataforma se evalud la integridad del RNA en un equipo
Bioanalizer 2100 (Agilent), sometiéndose a secuenciacion solo las muestras con
una integridad (RIN) mayor a 8. Se realizaron las librerias con el kit paired-end
TruSeq mRNA (lllumina) y se secuenciaron usando el equipo NextSeg-500
Sequencer de Illumina.

Se obtuvieron 10 datos de RNA-seq de linfocitos T CD4*, los cuales se fueron

analizando mediante el flujo de trabajo descrito anteriormente.

2.2 Andlisis de calidad

Se realizé el analisis de calidad de los datos crudos (archivos FASTQ) con el
programa de FASTQC y se generd un reporte de calidad con MultiQC. Se
seleccionaron los parametros necesarios para mejorar la calidad y eliminar posibles
secuencias de adaptadores, para lo cual se utilizd el programa de trimomatic.
Posteriormente, se realiz6 un reporte de todos los datos con el programa MultiQC
antes y después de mejorar la calidad. El andlisis de la calidad de secuencia por

base se muestra en la Figura 27.
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Antes Después

FastQC: Mean Quality Scores FastQC: Mean Quality Scores

sition (bp) Position (bp)

Figura 27. Calidad de los datos de RNA-seq. a) Andlisis de calidad de los datos
crudos. b) Andlisis de calidad de los datos procesados con trimmomatic. El eje Y
proporciona las puntuaciones de calidad (score Phred), mientras que el eje X
representa la posicion de las bases en la lectura. El cédigo de colores de la gréafica
denota lo que se considera puntuaciones de calidad alta (verde), media (naranja) y

baja (Roja).

2.3 Alineamiento y conteo

Una vez que los datos fueron procesados, tuvieron una muy buena calidad y se
eliminaron las secuencias de los adaptadores, las lecturas se alinearon al genoma
de referencia mediante el uso del programa STAR. Se evalu6 el porcentaje (%) de
alineamiento, donde se encontr6 que la mayoria de las muestras tuvo valores arriba

de un 85%, lo cual se muestra en la Tabla 1.
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Condicion

%
Alineamiento

Prematuro 100120 87.43%
Prematuro 230120 86.92%
Prematuro 090719 86.04%
Prematuro 240719 85.74%
Prematuro 201119 85.85%
Termino 220819 87.64%
Termino 170719 85.95%
Termino 030719 83.97%
Termino130819 86.34%
Termino 211019 86.84%

Tabla 1. Porcentaje de alineamiento. Se muestran los porcentajes de alineamiento

de cada muestra.

2.4 Visualizaciéon de regiones importantes en el IGV

Al realizar el alineamiento se gener6 un archivo BAM (Binary Aligment Map) para

cada muestra, el cual fue visualizado en IGV en regiones de genes de interés, para

corroborar un correcto alineamiento. A continuacién, se muestra una imagen

representativa de linfocitos T CD4* de neonatos prematuros y de término nacidos

por ceséarea, Figura 28.
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Figura 28. Visualizacion del alineamiento de las muestras. Se muestra una
figura representativa del alineamiento de las muestras alrededor del gen CD4. En
azul cielo se muestran las muestras de linfocitos T CD4" de neonatos prematuros,
mientras que en azul marino se muestran las de linfocitos T CD4* de término. La

imagen se obtuvo con el programa IGV.

2.5 Comparacion entre linfocitos T CD4 de neonatos prematuros y de
término.

Al realizar el grafico de PCA y de correlacion pudimos observar que las muestras
de neonatos de término nacidos por cesarea formaban un solo grupo, pero los
prematuros (<37 SDG) nacidos por cesarea quedaban muy dispersos, algunos
incluso agruparon con los de término. Por lo tanto, no esperabamos encontrar
muchos genes diferencialmente expresados entre estas condiciones (figura 29 A).
En el analisis de expresion diferencial, se obtuvieron 25 GDE con un log2 fold-
change >=1y un p-ajustado < 0.05, los cuales no dieron vias sobrerepresentadas
(figura 29 B).
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Figura 29. Comparacion de linfocitos T CD4 de neonatos de término nacidos
por cesarea y parto vaginal, y prematuros. A) Analisis de componentes
principales de linfocitos T CD4* neonatales en las siguientes condiciones: Término
(>37 SDG) nacidos por cesarea (morado), Término (>37 SDG) nacido por parto
natural y Prematuros (<37 SDG) nacidos por cesarea (amarillo). Las muestras que
pertenecen a neonatos femeninos son marcadas como circulos y los masculinos
estdn marcados en triangulos. B) Diagrama de Venn de genes diferencialmente
expresados entre las comparaciones de linfocitos T CD4* de neonatos nacidos por
ceséarea prematuros (amarillo) y de término (morado) a nivel basal. C) Diagrama de
Venn de genes diferencialmente expresados entre las comparaciones de linfocitos
T CD4* de neonatos nacidos a término por parto natural (azul) y por cesarea

(morado) a nivel basal.
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Enseguida, se realiz6 la comparacion de las muestras de neonatos de término
nacidos por cesarea con las muestras de neonatos de término nacidos por parto
natural. En el PCA se puede ver que las muestras forman dos grupos
independientes, segun el tipo de nacimiento (figura 29A). En esta comparacion se
obtuvieron 600 GDE con un log2 fold-change >=1 y un p-ajustado < 0.05. En el
analisis de anotacion funcional, los genes sobreexpresados en linfocitos T CD4+ de
neonatos nacidos por parto natural arrojaron varias vias sobrerepresentadas,

mientras que los de ceséarea dieron solo 1 via (Figura 30).
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Functional enrichment analysis visualization
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Figura 30. Anotacion funcional de los genes diferencialmente expresados
segun el tipo de nacimiento. Se muestran las vias de KEGG sobrerrepresentadas
en los linfocitos T CD4* de neonatos de término (>37 SDG) nacidos por parto natural
y los nacidos por cesarea. El analisis de enriquecimiento de vias se realizé con la

herramienta de EnrichKEGG en R, con un p-adj< 0.05.

En las muestras de cesarea solo la via de transducciéon del gusto esta
sobrerepresentada, que pudiera estar relacionada con sefializacion a través de
proteinas G triméricas.

Por otro lado, en las muestras de parto natural se identificaron varias vias

relacionadas con la sefalizacion intracelular y la respuesta inmune, como la via de
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receptor de citocina-citocina, la via de TNF, la via de NF-kB, Artritis reumatoide, via

de IL-17, sefalizacion de NLRs y la via de las MAP cinasas. Esto nos sugiere que

el parto natural implica la activacion parcial o priming de los linfocitos T CD4+

neonatales durante el nacimiento por parto vaginal, lo cual pudiera llevar a un

aumento del umbral de activacion de estas células, como se ha reportado en las

células neonatales®8:°.

Conclusiones de la seccion

Las diferencias mas importantes en la expresion de genes se encontraron
entre las muestras que se diferencian por el tipo de nacimiento (parto natural
VS cesarea a término), las cuales tienen 600 enes diferencialmente
expresados, y no por la edad gestacional (prematuros vs cesarea), entre las
cuales solo hay 25 genes diferencialmente expresados.

En la anotacion funcional de las vias las vias sobrerepresentadas en los
linfocitos T CD4* de parto natural se observan multiples vias de sefializaciéon
importantes para la respuesta inmune, tanto innata como adaptativa.
Ademas, se encuentran genes de varias citocinas y quimiocinas (IL1B y
CXCL2), el factor transcripcional especifico para la diferenciacion Thl
(TBX21), un receptor importante en la coestimulacién (CD40) y genes de
proteinas ribosomales. Esto podria sugerir que los linfocitos T CD4* de
neonatos nacidos por parto natural pasan por cierta activacion o priming
durante el parto, y que transcriben mas genes de respuesta inmune que los
neonatos nacidos por cesarea. Se ha reportado que la respuesta inmune
promueve la labor de parto.

Finalmente, los resultados parecen indicar que en los linfocitos T CD4*
neonatales importa mas la forma del nacimiento que las semanas de
gestacion, al menos para la edad estacional investigada, y que el parto
natural parece hacer una programacion de los linfocitos T CD4+ durante el

nacimiento.
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Discusion

En este proyecto realizamos una caracterizacion del transcriptoma de las células T
CD4* neonatales y de adulto, donde para las células de neonato consideramos
varias condiciones como los tipos de nacimiento (parto natural y cesarea) y la edad
gestacional (prematuros y de término). Encontramos que las células T CD4* de
neonatos nacidos por parto vaginal tienen una firma de expresién de genes
asociados con la proliferacion, la glucdlisis aerbbica, las actividades
antimicrobianas, la migracién, funciones reguladoras y la regulacion de la
sefalizacion intracelular. Los resultados del transcriptoma fueron confirmados por
cambios en la expresion de un grupo de proteinas en condiciones basales (GLUT1,
INSR, BCL11A, CEBPA, HOXA3, HOXA9, y DUSP®6), la proliferacion (homeostatica
y en respuesta al estimulo) y cambios en la expresion génica después de la
activacion (RNA-seq).

Nuestros datos arrojaron una alta expresion de tres genes importantes con
funciones reguladoras en las células T CD4* neonatales: el gen FLT1, que esta
relacionado con un nuevo subconjunto de células T reguladoras, asi como los genes
PLAU y HPGD, también implicados en actividades supresoras®:-%3. Ademas,
nuestro estudio revel6 una expresion caracteristica de factores de transcripcion en
células T CD4* neonatales, con sobreexpresién de reguladores maestros de la
estructura de la cromatina, incluido ZFN423, que se ha relacionado con la
reparacion de dafios en el ADN #, el factor de transcripciéon Bcllla, que se une a
los remodeladores de la cromatina SWI/SNF %0, CEBPA es un factor de transcripcion
gue controla la expresion de genes del metabolismo, la proliferacién y el desarrollo
de células mieloides®*. El gen que codifica el factor de transcripcion TOX también
se encontrd sobreexpresado en las muestras neonatales. TOX es un regulador
maestro negativo de las funciones efectoras, previamente reportado durante el
proceso de agotamiento de las células T °1. De acuerdo con una respuesta tolerante,
la expresion génica después de la activacion de las células T fue mucho menor en
las células neonatales en comparacion con las células de adulto y no una respuesta
tipica de las células T. Sin embargo, la respuesta de proliferacién fue mayor en las

células neonatales que en las células de adulto estimuladas (en ausencia de
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citocinas exogenas). Esto estd de acuerdo con la alta expresidon de genes
caracteristicos de hiperproliferacion en células T CD4* neonatales, particularmente
aquellos que codifican para la familia de factores de transcripcion HOXA. Los
factores HOXA juegan un papel clave en el control de la identidad celular y la
diferenciacion de las células madre hematopoyéticas (HSC) y los progenitores de
células T°210_ Se ha reportado una disminucién progresiva de la expresion del gen
HOXA durante la maduracién de las células timicas %' 7, mientras que se ha
demostrado que la expresion sostenida de los genes HOXA durante la
diferenciacion de las células T afecta su maduracion e induce la transformacion
oncogénica %%, Por lo tanto, la expresién mantenida de estos genes en las células
T neonatales podria imponer un estado epigenético "inmaduro” que contribuye al
fenotipo de respuesta inmune mas tolerante de estas células.

El metabolismo es un determinante importante de la funcion inmunitaria e influye en
la diferenciacion de células efectoras y de memoria. En nuestro estudio
encontramos que la expresion de genes metabolicos estaba alterada en las células
neonatales, con una alta expresion de enzimas glucoliticas y el transportador de
glucosa GLUTL1. La glucdlisis y la fosforilacion oxidativa (OXPHOS) son los dos
principales procesos cooperativos que suministran ATP dentro de la célula. Cuando
el piruvato se fermenta a lactato en el citoplasma, incluso cuando hay suficiente
oxigeno para utilizar OXPHOS, se le conoce como efecto Warburg, o glucdlisis
aerbbica, que es caracteristico de las células que se dividen rapidamente®®. En
nuestro estudio, encontramos que las células T CD4* neonatales sobreexpresan el
transportador de glucosa GLUT-1 (SLC2A1) y genes implicados en la glucélisis
aerébica (HK1, HK2, LDHA, PDK1), asi como genes de la via de sefializacion de
HIF-1. Se ha reportado que la via de sefalizacion de HIF-1 promueve la glucolisis
en las células tumorales'®? y en linfocitos T activados. HIF-1 también es un sensor
de hipoxia, que podria estar relacionado con la hipoxia temporal que se produce
durante el parto vaginal. Es importante considerar que esto podria ser una limitacion
de nuestro estudio, sin embargo, nuestro protocolo para la purificacion celular tomé
dos dias, en los que las células neonatales y adultas estaban en las mismas

condiciones normoxicas. Durante este tiempo, la mayoria de los genes relacionados
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con el estrés y la hipoxia deberian haberse dejado de expresar, como el propio gen
HIF, que no estaba sobreexpresado en las muestras neonatales. También
encontramos la sobreexpresion del gen transportador de monocarboxilato
(SLC16A3), que funciona en la exportacion de L-lactato y esta altamente expresado
en tejidos glucoliticos y anaerdbicos'®® . Nuestros resultados sugieren que las
células T CD4* neonatales tienen un programa metabdlico dependiente de la
glucodlisis aerdbica. Las células T CD4* neonatales podrian estar utilizando la
glucodlisis aerdbica para desviar el uso de glucosa para la biosintesis de
macromoléculas que se utilizaran para la proliferacion.

Adicionalmente, esperamos cambios en el citoesqueleto y la migracion en las
células neonatales, ya que estas células no solo iran a los ganglios linfaticos, sino
gue también colonizaran los tejidos de la mucosa. En este sentido, la expresion de
genes implicados en la migracion a la mucosa en células no estimuladas también
se observo en las células T CD8+ neonatales no estimuladas?.

Ademas, encontramos un sesgo regulatorio en las células T CD4* neonatales. Este
sesgo regulatorio también se observo en células T CD4* de sangre de cordén
umbilical estimuladas (TCR/CD28) en comparacion con células de adulto tratadas
de manera similar, principalmente hacia células Thl7 reguladoras, con una
expresion mas baja de IL 17 y su factor de transcripcion caracteristico RORyT, y
una expresion mas alta de FoxP31%4, Recientemente se publicé que las células T
CD4" neonatales tienen un perfil Th17 inmunoregulador caracterizado por la
expresion de IL-22, aparentemente debido a diferencias en la via de sefializacion
de TGF-B 105,

Los factores de transcripcion sobreexpresados en las células T CD4* de adultos
estan relacionados con la funcion tipica de las células T, como T-bet (TBX21) y
STAT4, los factores de transcripcion caracteristicos de Thl, y EOMES, que
caracteriza a las células de memoria. La presencia de estos factores no implica que
las células no sean virgenes, sino que la expresion basal, debido a la cromatina
abierta en las células virgenes adultas, puede prepararlas para la diferenciacion
efectora o de memoria, particularmente el perfil Th1. Lo que implica que las células

neonatales tienen cerrada la cromatina en estas regiones, provocando una menor
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expresion de estos genes, comparados con las células de adulto.

En este sentido, en un analisis epigenético realizado en el laboratorio, empleando
los datos de ChiIP-seq del consorcio BLUEPRINT, encontramos que los genes
sobreexpresados en neonatos tienen menos marca de cierre (H3K27me3) en sus
promotores y tienen regiones génicas con marcas de enhancers activos (H3Kmel,
H3K27ac) e intergénicos (H3K27ac, H3K36me3), por lo que esta sobre expresion
esta regulada a nivel epigenético. Esto es en congruencia con otros estudios donde
se mostraron diferencia epigenéticas y transcriptomicas entre células T CD4* de
adultos y neonatos0,

Ademas, de acuerdo con los datos de RNA-seq, los linfocitos T CD4* de neonato
expresan muy bajos niveles de citocinas Th, a comparacion de las células de adulto
en estado basal y activado. De hecho, las células de neonato en respuesta a las
sefiales de CD3/CD28 solo expresan IL-2, a diferencia de las células de adulto. Por
lo tanto, las células de neonato parecen ser hipo-responsivas ante las sefiales de
CD3/CD28.

Por otro lado, los linfocitos T CD4* nacidos por cesarea comparados con los de
parto natural tienen diferencias en la expresion génica. En total, encontramos 600
genes diferencialmente expresados en estos tipos celulares, de los cuales 402
genes estan sobreexpresados en linfocitos T CD4* de neonatos nacidos por parto
vaginal y 198 en neonatos nacidos por cesarea. La anotacion funcional arroj6 varias
vias sobrerepresentadas en las células de los neonatos nacidos por parto vaginal,
donde vias de sefializacion de diversas citocinas, como IL17 y TNF, receptores tipo
NOD, MAPKSs, NF-kB y enfermedades inflamatorias salieron sobrerepresentadas.
Esto sugiere que el parto natural representa un “priming inmunolégico” o una leve
activacion del linfocito T CD4* neonatal. Por otro lado, las otras comparaciones no
arrojaron vias sobrerepresentadas.

En conjunto, nuestros resultados sugieren que el parto vaginal implica que los
linfocitos T CD4* tengan cierta activacion o priming que, sin embargo, deja a los
neonatos con un perfil hiperproliferativo, glucolitico, pero tolerante o con una baja
activacion. Lo que, en el contexto del nacimiento, probablemente sea apropiado

para evitar una fuerte respuesta inflamatoria a los antigenos inocuos del medio
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ambiente al momento del nacimiento.
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ABSTRACT

Birth causes complex changes in the individual physiology and organ
systems and certainly poses a big immune challenge. The sudden
encounter with an antigen full world, with the exposure to food
antigens, and the colonization of the skin and mucosa with microbiota,
require a tolerant immune system. Nevertheless, neonates must also be
able to deal with pathogens, which makes their immune system unique.
T lymphocytes are responsible for the coordination of the adaptive
immune system response, the elimination of infected cells and the type
of immune response and memory. It has been shown that neonatal cells
have intrinsic differences with adult cells, biased towards an innate
response and a folerant phenotype.

In the perinatal period, the immune system changes from basal
signaling and innate like responses, towards stimulus-specific signals,
which increase with gestational age. After birth the cells of the immune
system continue to change both in composition and function.

In this review, we present the intrinsic differences of neonatal CD4+
and CD8* T cells, as compared with adult naive cells. A specific
transcriptome profile is present in both CD4+ and CD8* neonatal T
cells, with overexpression of homeobox transcription factors. These
cells also present differences in cell signaling and metabolic
characteristics, which result in unique functional capabilities. Neonatal
CD4* T cells respond differently from adult cells, with a high
production of IL-8, a prevalent Th2 over Th1 profile, and an innate
inflammatory response.

The neonatal period is one of the most vulnerable periods of life, with
a high morbidity and mortality rate, approaching on average 17
deaths per 1000 live births worldwide. A better understanding of the
neonatal immune system will help to ensure a better care of this
vulnerable population.
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Introduction

Birth causes complex changes leading,
among others, to increased oxygen levels, changes
in blood circulation, endocrine and metabolic
changes ' and certainly poses a big immune
challenge. The sudden encounter with an antigen full
world, with the exposure to food antigens, and the
colonization of the skin and mucosa with microbiota,
require a tolerant immune system. Nevertheless,
neonates must also be able to deal with pathogens,
which makes their immune system unique 2.

The neonatal period is one of the most
vulnerable periods of life, with the highest
morbidity and mortality rates, approaching on
average 17 deaths per 1000 live births worldwide.
Infections account for 24% of deaths and they often
leave life-long sequels 3.

The evaluation of the immune system of
premature and mature neonates, with single-cell
sequencing and the construction of an elastic net
model, showed that it changes along gestational
age. In the most premature neonates, basal
signaling and innate-like responses are dominant,
whereas the stimulus-specific signals increase with
gestational age 4. After birth cells continue to
change both in composition and in function 57 and
even in 12 years old children, some differences with
the adult immune system still remain .

T lymphocytes are responsible for the
coordination of adaptive immune system response,
the elimination of infected cells and the type of
immune memory. It has been shown that neonatal
cells have intrinsic differences with adult cells,
biased towards an innate response and a tolerant
phenotype, but an innate inflammatory response 8-
n

This paper reviews some of the main intrinsic
differences of neonatal CD4+ and CD8* T cells as
compared to the naive adult cells, from the
transcriptomic, epigenetic and functional points of
view. This will be addressed in five paragraphs,
presenting the unique characteristics of CD4* and
CD8* T cells, the unique and puzzle role of
homeobox transcription factors overexpressed by
the neonatal cells, as well as their metabolic
characteristics. A better knowledge of neonatal T
cells could contribute to better address the medical
care of the vulnerable population of newborn
babies.

Neonatal CD4+ T cells and tolerant phenotype
CDA4+T cells orchestrate the adaptive immune
response. For this, T cell have to be activated,
proliferate, and differentiate into an effector or
memory phenotype. For T cell activation to occur,
two types of signals are necessary: (1) the
recognition of the MHC-bound antigen through its T
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cell receptor (TCR), and (2) costimulatory signals
through CD28, and/or cytokines produced by
APCs. When the T cell receives both types of
signals, gene transcription, cytokine secretion,
expression of surface molecules, and cell
proliferation are promoted 1214,

An activated CD4* T cell can differentiate
into several effector phenotypes, the best reported
being Th1, Th2, Th9, Th17, Th22, and T.g, with
distinctive functions. Th1 cells secrete IFN-y and
TNF-a and their main function is to fight intracellular
pathogens 5. Th2 cells secrete interleukin 4 (IL-4),
IL-5 and IL-13, and eradicate helmints 16, Th9 cells
secrete IL-9 and are important for tumor immunity
17.Th17 cells secrete IL-17A and IL-17F and have a
protective role against extracellular bacteria and
fungi 8. Th22 cells secrete IL-22 and have a role in
skin homeostasis and inflammation 9. In contrast,
Treg cells suppress the immune response of other
effector cells by secreting IL-10 and TGF-b 20,

The adaptive immune response early in life is
different to that of an adult, which is partly result of
the gestational period. During pregnancy, the fetus
has a limited exposure to antigens in the uterus and
its adaptive immune response is tolerant. The
mother’s immune system also has to be tfolerant to
the fetus, which is achieved in part by the Tregs that
suppress the activation and function of effector cells
21 If an infection occurs during pregnancy and the
fetal immune system is activated, the suppressive
activity of Tregs could be reduced, the production of
pro-inflammatory cytokines like TNF-a and IL1-3
augments and labor can be prematurely induced 22-
24, Besides, placental tissues secrete TGF-f3,
prostaglandin E2 and progesterone, which promote
a Th2 differentiation, to avoid a Th1 response that
leads to pregnancy termination.

Two possible models have been proposed to
explain the differences between neonate and adult
T cells responses: (1) fetal and adult T cells arise
from different hematopoietic progenitor cells, and
neonatal cells have remnants of those fetal cells. (2)
There is a continuous progression from the fetal to
adult phenotypes, and the newborn cells suffer a
progressive change that continues even a couple of
months after birth 11,

In general, neonatal CD4* T cells are
considered immunotolerant, with minimal protective
functions, which results in a high dependency of the
neonates on their innate immune system 2526, |t has
also been reported that peripheral and cord blood
from neonates have a predisposition to mount a Th2
response (IL-4, IL-5, IL-10) with the concomitant low
production of Th1 cytokines (IFM-gamma, IL-2 and

TNF-at) 7. As a result, neonates are highly
susceptible to infections caused by viruses and
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intracellular bacteria 28, In addition, neonatal T cells
produce CXCL-8 and express complement
receptors (CR), typically considered innate
immunity, in comparison to adult T cells 2°. IL-8
secreted by neonatal T cells play a role to recruit
and activate neutrophils and y6 T cells during
infection and inflammatory lung injury 3031,

Neonatal CD4* T cells, like their CD8*
counterparts, present a distinct transcriptomic and
epigenetic landscape when compared to adult cells.
They present differences in DNA methylation,
chromatin landscape and micro-RNA expression. In
fact, the long-standing observation that neonatal
CD4* T cells from cord blood present
hypermethylation of CpG and non-CpG sites in the
promoter of IFN-y gene 32,

Single-cell and bulk RNA-seq technologies
have been used to demonstrate that neonatal CD4+
T cells present a characteristic gene expression
profile, which is different from the fetal and adult
counterparts. Using a set of 33 differentially
expressed genes, Bunis et. al. have shown that cord
blood naive CD4+ T cells present an intermediate
mean “developmental score” between fetal and
adult CD4* T cells, where the expression of a set of
genes is shared with fetal cells and others with adult
cells. Of notice, the pathway annotation analysis
shows that classical immune functions such as Thi,
Th2 and Th17 differentiation is absent in these
neonatal CD4* T cells, which instead expressed
genes related to intracellular signaling and cell
cycle, and partially retain a Treg signature already
present in fetal cells 3334, It has also been found that
genes from the TCR signaling pathway (CD4, CD3,
TCRa, TCRB, LAT, LCK and ITK) are downregulated
in neonatal CD4* T cells while others are
upregulated (JUN, NFKBT1), when compared to
adult cells. This was associated with a low
TCR/CD28-mediated signaling and low expression
of activation related genes like CD69, IL-2, IFN-y,
IL-17A, and TNF-a. In this study, the downregulated
genes of neonatal CD4+ T cells were linked to
inaccessible chromatin, while overexpressed genes
in adult cells had a strong association with the open
chromatin mark H3K4me3 peaks and accessible
chromatin (ATAC-seq) 35. Another study has also
shown differences in the accessibility of chromatin
as a feature determining the level of gene
expression in neonatal CD4+ T cells and other cord
blood cells 36.

We have also studied the transcriptomic
profile of neonatal CD4+ T cells and found that
these cells present an overexpression of metabolism
related, innate-like and cell cycle genes, and a low
expression of activation-related genes like IFN-y,
and TBX21. We were able to link the
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overexpression of genes in the neonatal cells with
the epigenetic profile of promoters and putative
enhancers (Kempis-Calanis et.al. submitted). We
have also found that neonatal CD4*+ T cells
proliferate more than adult naive CD4* T cells.
Altogether this shows that neonatal CD4* T cells are
able to respond to stimulation, but not in a
conventional way, relying more in innate-like
responses and a tolerogenic and Th2 bias.

Neonatal CD8+* T cells and innate behavior

The main function of CD8* T cells is to
eliminate infected or nonfunctional cells. To
characterize these cells in neonates, our group
evaluated the transcriptome of neonatal CD8* T
cells as compared to the adult naive CD8* T cells.
We observed that the neonatal cells overexpressed
genes associated with a neutrophil-like innate
immune response, including the genes of
antimicrobial peptides (DEFA4, DEFA3 and CTSG),
elastase (ELANE) and the transcriptional factor
CEBPE involved in development of granulocytes 8.
The neonatal cells were deficient in IFN-y
production and cytotoxic response and produced a
higher level of reactive oxygen species, particularly
in the mitochondria, which could contribute to the
lower cytotoxic function of these cells 37. We then
asked whether this was a transitional immature
population or if these neonatal cells were able to
mature into a more adult-like phenotype. Indeed,
upon activation in the presence of IL-12 signals,
these cells downregulated the innate-like genes and
expressed the genes associated with T cell receptor
(TCR) signaling and the cytotoxic response ?. This
higher activation was related to a more balanced
metabolic profile. In agreement with the capability
of neonatal CD8+ T cells to mount a strong response
under strong challenges, it was reported that in
neonatal mice, IFN-y producing CD8* T cells were
observed after infection with the enteropathogen Y.
enterocolitica 38. The generation of effector cells
under acute viral lung infections has been observed
in the lungs of 6-week-old children and neonatal
mice, with a prevalence of effector rather than
memory cell generation 3039,

Among the specific characteristics of cord
blood CD8* T cells is the high expression levels of
the chemokine CXCR3 and the transcription factor
Eomes, associated with memory T cells 40. This
Eomes* innate-like CD8* T cells were also identified
in human fetal thymuses, and young infants up to 3
months old 4!. Remarkably, IL-4 promotes an innate-
like program in CD8SP thymocytes, with the
expression of CXCR3, CD44 and Eomes but not T-
bet.

Another remarkable characteristic of the
neonatal cells is the expression of NK cells-like
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receptors, among these, the C-type lectin family
NKG2 receptors (CD159) and the immunoglobulin
(lg) superfamily killer Ig-like receptors (KIR)
expressed in 0.74% and 1.67% neonatal CD8* T
cells respectively 42 In addition, neonatal CD8* T
cells express the co-inhibitory receptor killer-cell
lectin like receptor G 1, which is present in the 20%
of neonatal CD8* T cells 43. This could also account
for the higher activation threshold of the neonatal
CD8* T cells 44.

The puzzling role of Homeobox gene expression
in neonatal cells

An intriguing observation regarding the
differential gene expression between neonatal and
adult naive T cells is their transcription factor
signature expression. Many transcription factors
encoding genes expressed at higher level in
neonatal T cells are generally expressed in
hematopoietic and immature T cell precursors and
found overexpressed in T-Acute Lymphocytic
Leukemia (T-ALL). These genes include LMO2, HHEX,
MEIST1, HOXA9, HOXA10 and BCLTTA in CD4+ T
cells (Kempis-Calanis, submitted) and BCL11A,
MYCN, HOXA3, and MEOX1 in CD8* T cells 8°9.
Remarkably, these genes are expressed in normal
hematopoietic or early T cell precursors in the
thymus (i.e. CD34+ thymocytes) but are then
switched off during T cell differentiation and
maturation 4546, Moreover their ectopic or sustained
expression in the T cell lineage is associated with a
differentiation blockage and hyperproliferation 45.
For instance, the HOXA family of genes play a key
role in controlling cell identity and differentiation of
hematopoietic stem cells (HSC) and T cell
progenitors 47-49, The progressive down-modulation
of HOXA transcripts has been reported during
thymic cell maturation 4450, while the sustained
expression of HOXA genes during T cell
differentiation has been shown to impair T cell
maturation and to induce oncogenic transformation
47,5051, Similarly, LMO2, MEOX1, MEIS1 are major
T-ALL oncogenes and are normally expressed in
HSCs and contribute to the stemness of the HSC cells
45, Whether the expression of these transcriptional
regulators might impose an “immature” epigenetic
state contributing to the proliferative and more
tolerant immune response phenotype of the
neonatal T cells will require further investigation.

Cell signaling in neonatal cells

T cells are activated upon recognition of the
peptide-MHC  complex by the TCR, and
costimulatory molecules presented by dendritic cells
or secreted by these or other neighboring cells in
the lymph nodes. The costimulatory molecules CD80
and CD86 whose ligand is CD28 in the surface of T
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cell is the best studied costimulatory pair, but other
receptors, cytokines and parts of the antigens
traveling in the lymph can also provide important
activation signals.

In a very general way, signals through the
TCR start by the phosphorylation of immunoreceptor
signaling motifs (ITAMs) present in the intracellular
domains of the invariable molecules named CD3
and C, which are associated with the antigen
recognition pair (a/B or Y/d chains). This
phosphorylation is due to the enzymatic activity of
Lck, which is associated with the intracellular
domains of co-receptor molecules CD4 and CD8.
Early signaling proceed with the recruitment of ZAP
70 kinase to the phosphorylated ITAMS, which in
turn  phosphorylates and activates Lat, «a
transmembrane protein that is responsible for the
recruitment and activation of several intermediary
proteins that end up activating three main families

of transcription factors: AP-1, NFKB and NFAT,
through the activation of MAP kinase cascades,

PKCO and Calcium waves, respectively 2.

It has been reported that TCR early signaling
could be impaired in neonatal CD4* T cells, due to
differences in chromatin accessibility and a lower
expression of important signaling molecules, such as
Lat and Lck 2835, Other authors found, however, that
calcium flux signals and MAP (Mitogen Activating
Protein) kinase activation cascades were even
higher in neonatal CD4+ T cells, probably due to the
higher expression of miR-181a. Despite these
higher activation of the MAP kinase Erk, AP-1
transcription factor activation was impaired,
compromising neonatal CD4* T cell activation 53.
The high calcium waves present in neonatal cells
could potentially lead to an imbalance in
transcription factors’ activation. The transcription
factor NFAT, activated by calcium waves, is
implicated in both, activation and anergy. This is
because NFAT binds to DNA motifs often associated
with AP-1 in dual motifs sites. When AP-1 is
diminished, however, as reported for neonatal cells,
NFAT can form homodimers and bind to DNA motifs
associated with T cell exhaustion and anergy 5455,
A single-cell sequencing study of cord blood
mononuclear cells, showed a higher expression of

the inhibitor of NFKB, IKBa, in the neonatal cells,
which could potentially further contribute to an
unbalance in the main transcription factors’
activation in neonatal cells 3¢. We have also found
differences in the expression of signaling molecules
in the neonatal cells, both in CD8* and in CD4+ T
cells (Kempis-Calanis et. al. submitted and 8.
Among the genes that both neonatal CD4+
and CD8* T cells overexpress are genes associated
with cell cycle. This overexpression is related with
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a higher rate of homeostatic proliferation in both
cell types and a higher clonal expansion in response
to stimulation only in the CD4* T cell population
(Kempis-Calanis et. al. submitted and 8.

The cytokine IL-12 is also important to induce
T cell activation and differentiation, particularly into
the Th1 phenotype and cytotoxic functions, which
are important for the elimination of intracellular
pathogens to which neonatal cells are particularly
susceptible. In neonatal cells, IL-12 is not expressed,
increasing slowly its levels during childhood 6. We
showed that neonatal CD8+ T cells respond to
activation in the presence of IL-12 with an adult-like
expression profile 9.

Downstream of the TCR signaling cascade,
TCR signals are blocked by the overexpression of
the phosphatase DUSP-9 and the ubiquitin ligase
Cblb (Rodriguez-Jorge unpublished results), further
inhibiting the TCR signaling cascade.

Altogether neonatal TCR signaling s
inhibited at several points, from early signaling to
downstream transcription factors’ unbalanced
activation and the overexpression of inhibitory
molecules. Other signals should be used to reach a
more balanced transcription factor activation, when
neonatal T cell activation is required for vaccine
formulations and during infections. We and others
have shown that one such pathway to reach AP-1

and NFKB activation is through TLR engagement,
particularly TLR5 56-58,

Nutrition and metabolism during neonatal T cell
responses

As we have previously stated, neonatal T cell
activation is limited and biased towards an innate-
like response. We and others have published
transcriptomic analyses showing that neonatal CD4+
and CD8* T cells have a basal glycolytic program
(Kempis-Calanis, et.al. submitted and 8937,
However, the metabolism of these cells has not been
well characterized and metabolic reprogramming
upon activation has not been evaluated.

A big amount of literature has shown an
important cross-regulation of metabolism and the
immune system, called immunometabolism. This
cross-regulation is at the core of many
inflammatory, chronic, and infectious diseases, and
T cell function has been strongly linked to the
metabolic activity of the cell.

Human T cells switch from their quiescent
oxidative metabolic program to a highly anabolic
one, characterized by elevated glycolysis, pentose
phosphate, and glutaminolysis pathways, during an
immune response, a process known as metabolic
reprogramming or metabolic rewiring. Metabolic
reprogramming is necessary to acquire the energy
and  biosynthetic  precursors needed  for

Unique Characteristics of Neonatal T Cells

proliferation (cell division), differentiation, gene
expression, and effector functions, upon T cell
activation and has been widely studied in adult cells
from human and animal models, especially in the
tumor microenvironment 59-61,

Nutrient uptake and nutrient availability
have been linked to the activity of specific
pathways in cells, to determine if specific metabolic
pathways can alter the activation and
differentiation of T cells. Indeed, specific metabolic
pathways have a role in T cell differentiation and
function, such as the need for aerobic glycolysis for
pro-inflammatory Th1/Th17responses and fatty
acid oxidation for T.eg activation 6264, Glucose
metabolism is essential for a proper generation of
effector T cells and the expression of pro-
inflammatory cytokines such as IFN-y (Buck et al,,
2015).

In our previous work, we have shown that in
order to reach adult-like expression of activation-
related genes like T-bet, IFN-y, GZMB expression,
as well as glycolysis-related and OXPHOS related
genes, neonatal CD8* T cells need IL-12 along with
TCR/CD28 stimulus, which has been show to induce
important metabolic changes to promote T cell
proliferation and function °. Based on these studies,
we have proposed that the metabolic status and
high production of ROS impair the activation and
function of neonatal CD8* T cells. We have also
found that neonatal CD4* T cells overexpress
metabolism-related genes (Kempis-Calanis,
submitted), potentially contributing to their
activation profile and higher proliferation capacity.

Altogether, studies in humans along with
several studies in mice point fowards highly
proliferative (homeostatic) neonatal naive CD4+
and CD8+ T cells, which is accompanied by a highly
glycolytic program already present in basal
conditions 865 in agreement with the bias towards a
rapid response with low memory generation of the
neonatal cells 44, In this regard, the metabolic
program could negatively influence the activation
response of these cells, since it is well established
that in other to achieve full activation and
generation of effectors and memory compartments,
T cells have to engage an aerobic glycolysis
program (effectors) which some cells abandon for
an OXPHOS one (memory cells)6266-68, |f the
metabolic profile of neonatal T cells controls T cell
activation, the metabolic modulation of metabolism
with specific nutrients could possibly restore T cell
activation, differentiation, and function in neonates.

Concluding remarks

The specific response of neonatal CD4+ and
CD8+ T cells is associated with a particular
transcriptome and epigenetic profile, which obeys
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the birth transition but leaves newborn babies
vulnerable to infections, causing a high morbidity
and mortality rates. A graphical abstract of our
findings is presented in Figure 1. The immune-
tolerant window of newborns is important for their
healthy development; however, several avenues
could be imagined to improve neonatal T cell
response when needed. One of them is the use of
alternative ways to balance transcription factors’

TH2 TCR signaling
IL-8 TH1
Treg IFN-y

Homeobox genes
Proliferation
Glycolysis genes

Unique Characteristics of Neonatal T Cells

activation, in unblocked pathways in the neonatal
cells. One such way is the TLR signaling pathway,
for instance by the use of the TLR5 agonist, flagellin,

to induce AP-1 and NFKB transcription factors and
a protective Th1 response in vaccine formulations
5658, The other is through nutrient use to improve
the metabolic state of the cells.

Innate like genes Cytotoxicity
ROS IFN-y

Memory like genes
Homeobox genes
Proliferation
Glycolysis genes

Figure 1: Graphical abstract of the characteristics of neonatal CD4+ and CD8* T cells

It was reported that hypercholesterolemic
mothers give birth to neonates with a stronger pro-
Th2 gene expression profile and a propensity to
allergy up to 3 years old (Lin et al.,, 2022). This
highlights the importance of proper maternal and
newborn nutrition, and diet composition, for the
immune development of neonates and infants ¢°.

A proper maternal diet, supplementation
with immunonutrients and bioactive compounds, and
the regulation of specific metabolic pathways, could
be interesting therapeutic strategies to target
immune cell maturation, metabolic fitness, and the
immune response of neonates and adults (68-70). In
the case of neonatal T cells, this could lead to
improved cellular-mediated immune responses and
health.
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Neonatal CD4" T cells have a characteristic transcriptome
and epigenome and respond to TCR stimulation with
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Abstract

The adaptive immune response is coordinated by CD4"* T cells, which determine the type and strength of the immune response and the
effector cells involved. It has been reported that CD4* T cells are less responsive in neonates, leading to low activation of the cellular
response and poor antibody production by B cells. This low response is essential for the tolerant window that favors birth transition
from the sterile environment in the womb to the outside world but leaves neonates vulnerable to infection, which is still an important
health issue. Neonates have a high morbidity and mortality rate due to infections, and the molecular reasons are still understudied.
We asked whether the neonatal naive CD4"* T cells have a genomic program that predisposes them to a low response. Therefore, we
evaluated the transcriptome and epigenome of human neonatal and adult naive CD4" T cells. Our results point to a gene expression
profile forming a distinct regulatory network in neonatal cells, which favors proliferation and a low T-cell response. Such expression
profile is supported by a characteristic epigenetic landscape of neonatal CD4" T cells, which correlates with the characteristic
transcriptome of the neonatal cells. These results were confirmed by experiments showing a low response to activation signals,
higher proliferation, and lower expression of cytokines of neonatal CD4" T cells as compared to adult cells. Understanding this
network could lead to novel vaccine formulations and better deal with life-threatening diseases during this highly vulnerable period
of our lives.

Keywords: enhancers, epigenetic, neonatal CD4" T cells, T-cell activation, transcriptomics

1. Introduction It has been shown that neonatal CD4" T cells respond different-
ly from adult cells, with a high production of IL-8,'? a prevalent
Th2 over Th1 profile that has been shown in mice, and an innate
inflammatory response.®* The IL-13 locus is open in neonatal cells
and remains open upon differentiation into Th1 populations, con-
firming an epigenetic bias of neonatal cells toward the Th2 pheno-
type,’® and higher levels of IL.-13 were reported in neonatal serum
and cord blood mononuclear cells (CBMC) stimulated with phyto-
haemagglutinin.'* This is, however, still controversial, as many
studies, including ours, show a rather low production of cytokines
of all major Th phenotypes at first stimulation. The Th2 bias was
found to be more clear at restimulation and dependent on CD8* T
cells.” At the level of cell signaling, neonatal CD4" T cells display
enhanced calcium signals, probably mediated by miR181a, but re-
duced AP-1 activation, probably contributing to the lower activa-

Comprising the first 28 d of life, the neonatal period is the most
vulnerable period for a child's health and survival. The number
of deaths has declined over recent years, but on average, 1.7
deaths per 1,000 live births still occur worldwide. Infections ac-
count for around 24% of neonatal deaths, and they are usually
more severe and longer lasting. Infections mediated by intracel-
lular pathogens are particularly dangerous in neonates, suggest-
ing that T-cell-mediated immunity is limited in the early stages
of life. Neonates have limited exposure to antigens in the mother's
uterus, and so the absence of memory lymphocytes has been sug-
gested as being responsible for its low response, particularly to
intracellular pathogens.”® However, it has been published that
neonatal T cells have their own characteristics, adapted to the

particular needs of the neonatal period, biased to a more innate - e > ‘
inflammatory response.*> A poor antibody response is also ob- tion of the cells.”® A recent study evaluating open chromatin

served, perhaps due to a limiting expansion of T follicular helper regiqns of neonatal ?nd adult CD4" T cells showed that the chro-
cells and a high expression of miR-181b.57* matin of adult cells is more open as compared to that of neonatal

cells.”
In our previous studies on neonatal CD8" T cells, we found a
) ) unique transcriptomic profile, biased toward innate immunity
T These authors equally contributed to this work. . . . . .
% These authors share the last authorship. and homeostatic proliferation, with a low expression of
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cytotoxicity and signal transduction genes.’® Further, we found
that these cells had an increased expression of glycolysis genes
and a high production of reactive oxygen species, which could
lead to a lower activation.’ Based on a qualitative dynamical
model of the corresponding network, we predicted that this could
negatively impact cell activation.” Activation of neonatal CD8* T
cells, however, was possible under strong activation conditions in
the presence of IL-12, which induced a more balanced cell metab-
olism, among other changes.?

Several lines of evidence have suggested that neonatal CD4*
T cells respond differently as compared to the adult cells,"?
but the regulatory mechanisms and specific molecules involved
have not been studied. In this study, we hypothesize that through
a full-spectrum analysis of the transcriptome and epigenome of
the neonatal cells, as compared to the naive adult CD4" T cells,
we would be able to identify this regulatory network to expand
our knowledge of neonatal CD4" T cells. As expected, they have
a characteristic transcriptome, in which pathways related to pro-
liferation, aerobic glycolysis, a low response, innate inflamma-
tion, and cell signaling control were overrepresented, explaining
the high threshold of cell activation. A specific set of
hyperproliferative-related transcription factors, such as BCL11A
and HOX genes, and metabolism-related genes were found over-
expressed in the neonatal cells, at both the transcriptome and
protein levels. Indeed, the neonatal cells proliferated more than
adult naive cells, under basal conditions as well as after activa-
tion. Furthermore, we analyzed a panel of 12 cytokines in stimu-
lated neonatal and adult CD4" T cells and found that the only
cytokine significantly induced in neonatal cells upon activation
was IL-2.

We further analyzed the corresponding profiles of histone
modification marks in neonatal and adult naive CD4" T cells
and the combination of these marks along the genome. First, fo-
cusing on the most representative chromatin marks, the most sig-
nificant difference between the promoters of genes differentially
expressed in adult vs neonatal CD4"* T cells involved the closed
chromatin mark H3K27me3, which maintains closed the adult-
specific genes in neonatal CD4" T cells. Then, using ChromHMM,
we generated a model of chromatin states to characterize the spe-
cific epigenetic landscape of neonatal CD4" T cells. Our analysis
points to striking differences in promoters and enhancers be-
tween neonatal and adult cells, with remarkable changes in the
regions identified as active enhancers, showing a good corres-
pondence with the transcriptomic results. We also found differen-
ces in the functional annotation analysis of genes near these
active regulatory regions, with the strongest differences found
in active enhancers (H3K27ac*H3K4mel*). Neonatal CD4" T-cell
active regulatory regions are enriched in pathways similar to
those revealed by the transcriptome analysis, particularly
tolerance-inducing pathways and cell signaling genes, stressing
the importance of histone marks in the differences between neo-
natal and adult CD4"* T-cell function.

2. Materials and methods

2.1 Cell purification and stimulation

Neonatal blood was collected from the umbilical cord vein of
healthy full-term neonates, born through vaginal delivery at
Hospital General Parres (Cuernavaca, Morelos, Mexico), with full
informed consent from the mothers and the ethical approval of
the hospital (CONBIOETICA-17-CEI-001-20160329). No samples
were taken from mothers having any health condition such as

preeclampsia, hypertension, diabetes, or infections. Adult cells
were obtained from Centro Estatal de la Transfusién Sanguinea,
Cuernavaca. The permission to use blood samples was given by
Servicios de Salud Morelos, through the establishment of an offi-
cial agreement (File 1372/1706). To ensure that cord blood repre-
sents the baby's blood, we obtained the samples before the
placenta expulsion, to avoid mixing with the mother's blood and
the presence of coagulation factors, which changes the proportion
of the cells and the serum in the samples. A routine evaluation of
the purity of all samples and the absence of CD45RO™ cells was
performed to ensure that no contamination with the mother's
blood occurred.

Samples were processed the same day to obtain mononuclear
cells by density gradient centrifugation using Lymphoprep
(Axis-Shield) and cultured overnight in tissue culture dishes
(Corning 353003) to eliminate adherent cells. CD4* T cells were
isolated from mononuclear cells using the RosetteSep CD4*
T-cell enrichment cocktail (STEMCELL), with 1 mL of erythrocytes
from the same blood sample, keptin culture for 1d, and used in a
second density gradient. Memory and effector cells were elimi-
nated from adult blood with magnetic beads (Pierce) coupled to
anti-CD45R0O (UCH-L1, TONBO biosciences). Naive cells were cul-
tured in RPMI medium (Thermo Fisher Scientific), supplemented
with 5% of fetal bovine serum, 1% glutamine, and antibiotics
(100 U/mL penicillin and 100 pg/mL streptomycin) at 37 °C and
5% CO,. The purity of our populations of CD4"CD3*CD45RO™ cells
was at least 95%, using anti-CD4 (20-0048-T100; TONBO bioscien-
ces) and anti-CD3 antibodies (20-0037-T100; TONBO biosciences)
(Supplementary Fig. 1A and 1B). The tissue culture dishes used
were from Corning, maintaining a cell concentration of 3 to 5 x
10°cells/mL. Cells were stimulated by crosslinking CD3 and
CD28 with a secondary antibody, each at 1 pg/mL concentration.

2.2 RNA preparation and sequencing

RNA was prepared using Trizol (Thermo Fisher Scientific,
15596-018, Invitrogen), following the manufacturer's instructions.
A cell count of at least 5 million cells was used. Purified RNA was
analyzed for integrity with a Bioanalyzer nano-RNA-Kit (Thermo
Fisher Scientific), and only samples with an RNA integrity number
(RIN) above 8.0 were used. Three neonatal and 3 adult cell samples
were sequenced in Transcriptomic and Genomic Platform
Marseille Luminy, in France, using the Hiseq-2500 Sequencer
System—Illumina. Sequencing was performed single-ended, the
length of reads was 75, and the sequencing depth was on average
0f 47.04 +11.3 x 10°.

2.3 Data analysis

Data quality was evaluated using the FASTQC program.?
Adaptors and low-quality reads were cut using Trimmomatic?*
version 0.39 with the following parameters: “ILLUMINACLIP:
Truseq3-SE:2:30:10 TRAILING:3 MINLEN:40"9. The reads were
aligned against reference transcriptome GRCh38/hg38, using
the STAR 2.4.2% software with the following parameters:
‘“runMode alignReads -outSAMtype BAM SortedByCoordinate-
outFilterMultimapNmax 1"10. The Binary Alignment Map (BAM)
files generated by alignment were visualized in regions of interest
with IGV.?® Read counts per gene were obtained using the soft-
ware HTSeq-count.”® To identify differentially expressed genes,
we used the DESeq?2 package in R (Bioconductor).?” An adjusted
Pvalue <0.05, with a log fold change >1, was considered for differ-
entially expressed genes, which were used for functional annota-
tion. To evaluate the overrepresented pathways, we used the
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ClusterProfiler package in R, using the function EnrichKEGG, and
the Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) pathways.
Overrepresented pathways were visualized using enrichplot
(Bioconductor). To expand our search for enriched pathways, we
used the stringAPP in Cytoscape to generate functional inter-
action networks with high confidence and perform a wider func-
tional annotation analysis including pathways, STRING clusters,
and Gene Ontology (GO) terms.

For comparison with our transcriptome results, we obtained
RNA sequencing (RNA-seq) data available in the BLUEPRINT
Consortium of naive CD4" T cells, 2 from neonatal donors and
8 from adult donors (https:/www.blueprint-epigenome.eu/).
The primary analysis was performed by the BLUEPRINT
Consortium.

2.4 Flow cytometry

Neonatal and adult CD4" T cells were purified, and gene expres-
sion was assessed with specific antibodies. The experimental gat-
ing strategy is illustrated in Supplementary Fig. 1.

A selection of differentially expressed genes was evaluated by
flow cytometry with antibodies targeting BCL11A (MA5-34678,
Thermo Fisher), CEBP-alpha (aEbs-1630R, Thermo Fisher), HOXA3
(PA5-56077, Thermo Fisher), HOXA9 (PA5-102516, Thermo Fisher),
GLUT1 (sc-377228 AF790, Santa Cruz Biotechnology), INSR
(sc-57342 AF790, Santa Cruz Biotechnology), and DUSP6
(MA5-31988, Thermo Fisher), together with the secondary antibody
Goat Anti-Rabbit IgG FITC (35-8067, TONBO). Proteins were eval-
uated in the living cells’ gate and in the CD31" cells’ gate
(anti-CD31 clone WMS59, Biolegend). Protein expression was eval-
uated in an Attune cytometer (Life Technologies) and analyzed us-
ing the Flow-Jo X software. The flow cytometry strategy for protein
expression is shown in Supplementary Fig. 2.

2.5 Evaluation of proliferation and early
activation in response to TCR/CD28 signals

For assays of cell division, mononuclear cells from neonate and
adult donors were left untreated or activated by crosslinking
CD3 (70-0037-U100, TONBO) and CD28 (70-0289-U100, TONBO)
with a secondary antibody (Goat Anti-Mouse IgG Antibody (H +L)
bs-0296G, Bioss Antibodies), each at 1pg/mL concentration.
Dividing cells were specifically evaluated by double staining
with CFSE (21888, Sigma) 50nM and CD4-PerCP-Cyanine 5.5
(65-0048-T100, TONBO). Dilution of CFSE on the CD4* gate was
measured after incubation for 96 h in an Attune cytometer (Life
Technologies) and analyzed using the Flow-Jo X software.

Early activation response from neonatal and adult CD4" T cells
was assessed by transcriptome analysis (RNA-seq) of the same
cells, after crosslinking CD3 and CD28 with a secondary antibody
(1 ng/mL each), Goat Anti-Mouse IgG Antibody (H +L) (bs-0296G,
Bioss Antibodies), for 6 h. Gene expression analysis was per-
formed as indicated previously.

We used the Th Legendplex kit (cat. 741028) to evaluate the
production of cytokines corresponding to the Th phenotypes:
Th1 (IFNy and TNAa), Th2 (IL-13, IL-5, IL-6, and IL-4), Th9
(IL-9), Th17 (IL17A and IL17F), Th22 (IL-22), Treg (IL-10), and
IL-2. We purified neonatal and adult naive CD4" T cells and
stimulated them by crosslinking CD3 and CD28 for 72 h. Cells
were cultured at a density of 2x10° cells/mL, after which we
evaluated cytokine production following the manufacturer’s
instructions.
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2.6 Chromatin states and chromatin marks
levels

We used chromatin immunoprecipitation sequencing (ChIP-seq)
data of chromatin marks (H3K4me3, H3K4mel, H3K27ac,
H3K27me3, H3K36me3, H3K9me3) from 3 naive (CD45RA*) neo-
natal CD4" T-cell samples and 4 naive (CD45RA") adult CD4"
T-cell samples, made available by the BLUEPRINT Consortium.
The primary analysis was performed by the BLUEPRINT
Consortium, and the peaks (bed files) and coverage files (bigwig
files) were downloaded from their latest release (2016) for further
analysis.

To gain a more quantitative comparison at the level of pro-
moters, we extracted the chromatin marks scores for the regions
within +2 kb from the start of each differentially expressed gene,
as a measure of the intensity of the mark in the promoter region.
For this, we used the coverage (bigwig) files from the BLUEPRINT
Consortium and the software deepTools (https:/deeptools.
readthedocs.io/en/develop/) to extract the scores of 3 neonatal
and 4 adult samples. Once we obtained the levels of 4 chromatin
marks (H3K4me3, H3K4mel, H3K27ac, H3K27me3) in the pro-
moter regions of the differentially expressed genes, we performed
the statistical analysis to compare the level of each mark in adult
and neonatal cells using R. Since the data were not normally dis-
tributed according to the Shapiro-Wilk's test, Mann-Whitney U
tests were performed.

Further, ChIP-seq peak files of histone modifications were given
as input to the software ChromHMM (http://compbio.mit.edu/
ChromHMM/), which segments the genome in different regions
and computes a model of chromatin states (combination of
marks). For these analyses, we used the parameters BinerizeBed-
center, assembly hg38; LearnModel 12 to generate a 12-state
chromatin model. Using the ChromHMM results, we evaluated
the enrichment of each state in relevant regions genome-wide to
validate our results, as well as in promoters and gene
bodies of the differentially expressed genes. We then selected
the regions (states) associated with marks of active promoters
(H3K4me3"H3K27ac*H3K4mel"; state 12) and enhancers
(H3K4mel1*H3K27ac*; state 9), which were annotated using the
software GREAT (http:/great.stanford.edu/public/html/). GREAT
assigns a regulatory domain overlapping each gene and then an-
notates each genomic region given (query regions) to a gene (or
genes). We annotated our active promoter regions (state 12) by se-
lecting the single nearest gene to our regions (states), whose do-
main extends within +2 kb around the transcription start (TSS),
while active enhancer regions (state 9) were annotated by select-
ing the single nearest gene to our regions, whose domain extends
+100 kb of the TSS. Then, using the list of genes annotated to
states 12 and 9 in neonatal and adult cells, we generated a Venn
diagram to identify the genes exclusively annotated to 1 type of
regulatory region (state 9 or 12) generating 4 unique gene lists.
Next, we performed the functional annotation analysis for the 4
gene lists using EnrichKEGG.

2.7 Association of single-nucleotide
polymorphisms identified by genome-wide
association studies with active enhancers and
promoters enriched in the adult or neonatal cells

To further explore the potential function of regulatory regions en-
riched in the neonatal and adult CD4"* T cells, we aligned single-
nucleotide polymorphisms (SNPs) identified in 413 genome-wide
association studies (GWAS), obtained from the IEU OpenGWAS
project (https:/gwas.mrcieu.ac.uk/), with the DNA regions
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corresponding to active promoters and enhancers from our
ChromHMM analysis in neonatal and adult cells. The 413 GWAS
were selected based on these 4 criteria: (i) molecular phenotypes
such as proteome or methylome were excluded; (ii) only studies
from the European population were kept because more studies
are available; (iii) only well-defined medical or physiological con-
ditions were kept, and environmental phenotypes such “employ-
ment status” or ‘“self-reported” medical conditions were
excluded; and (iv) only GWAS studies with at least 10,000 subjects,
2,000 controls, and 2,000 cases were kept.

To compare active promoter (state 12) and enhancer (state 9)
regions in neonatal vs adult cells with regions associated with dis-
eases in GWAS, we implemented the following workflow:

1. Unique peaks in the 2 sets of peaks were computed.

2. These unique peaks were binned in windows of 500 nt.

3. For a list of 413 GWAS (Supplementary Table 2) from the [EU
OpenGWAS project (https:/gwas.mrcieu.ac.uk/), the number
of peaks with and without significant GWAS signals was
counted.

4. Astatistical Fisher’s test was used to evaluate the significance
of the counting in the 2 sets of peaks with and without GWAS
signals.

5. The results of the 413 GWAS were concatenated, and a
Bonferroni multitest correction was applied.

3. Results

3.1 Neonatal CD4" T cells have a unique
transcriptome

CD4* T cells coordinate adaptive immune response, are crucial for
the activation of other immune cells, and can shape antibody re-
sponses. In neonates, however, CD4" T cells have a high threshold
of activation and a low effector function.”**2° To better under-
stand the functionality of these cells, we performed RNA-seq ana-
lysis of unstimulated CD4" T cells purified from cord blood, as
compared to naive adult cells. Samples were taken from 3 neo-
nates and 3 adults and were processed for transcriptome sequen-
cing. After aligning the reads to the human genome (GRCh38), we
obtained 60,676 gene transcripts annotated in Ensembldb® and a
total of 1,999 differentially expressed genes (DESeq2; P-adjusted
<0.05 and a log2FoldChange >1) (Supplementary Table 1).
Among these gene transcripts, 862 and 1,137 were found overex-
pressed in adult and neonatal cells, respectively. A principal com-
ponent analysis (PCA) revealed that the neonatal and adult
samples separated well from each other, indicating they have spe-
cific transcriptome signatures, which is also illustrated by the vol-
cano plot (Fig. 1A and 1B).

The functional annotation of the differentially expressed genes
was performed with EnrichKEGG (ClusterProfiler), using the KEGG
database. Seven pathways were enriched with overexpressed
genes in the neonatal cell samples with a P-adjusted <0.05
(Fig. 1C), while the overexpressed genes in adult cells were not sig-
nificantly enriched in any pathway. In general, the pathways over-
expressed in the neonatal cells are involved in functions
associated with hyperproliferation and T-cell acute lymphoblast-
ic leukemia or T-ALL (PROM1, HOXA9, HOXA10, PDGFA, MYCN,
LMO2, BMP2K, MEIS1, HMGA?2, HHEX, ERG, H3C10),*" genes typical-
ly associated with neutrophils and antimicrobial activities (MPO,
ELANE, DEFA3, DEFA4), and control of cell signaling (PDE6G,
PTPRD, DUSP6) and development (NREP, AUTS2, IGF2BP3). The net-
work of the overrepresented pathways is shown in Fig. 1D.

The genes overexpressed in adult cells were not enriched in
specific pathways but were more involved in cell function
(TMEM30B, PLEKHH2, SGSM1, KIF5C, KIF21A, FLT4) and genome
structure and stability (RADX, NAP1L2, TCEAL2).

In Supplementary Fig. 3A, we represent the 50 genes that
showed the highest differences between neonatal and adult cells
in our transcriptome. To corroborate that this transcriptomic sig-
nature was not due to the population studied but a general tran-
scriptomic signature of neonatal cells, we compared the
expression levels of the same genes using RNA-seq data from
the BLUEPRINT Consortium (Supplementary Fig. 3B). A good cor-
respondence was observed between our data and those of
BLUEPRINT, particularly for the differential expression between
the neonatal and adult genes. The transcription factors differ-
entially expressed between neonatal and adult cells are shown
in Supplementary Fig. 4A for our transcriptome and in
Supplementary Fig. 4B for the BLUEPRINT transcriptome, for com-
parison. The adult cells’ gene expression profile in the BLUEPRINT
data was dimer (Supplementary Fig. 3) or more variable
(Supplementary Fig. 4) as compared to our data, which could
be due to the fact that our adult samples were from young
adults (20 to 30 yr old) and those of BLUEPRINT were from do-
nors on average 60 yr old. Many of the transcription factors
highly expressed in neonatal cells are involved in development
and hyperproliferation. Among these, we found ZNF423, which
has been related to DNA damage repair®?; BCL11A, an important
regulator of early lymphopoiesis, also involved in chromatin re-
modeling through its association with the SWI/SNF??; and TOX,
which is involved in the maturation of T cells and in the inhib-
ition of effector functions, driving also T-cell exhaustion.>* Also
remarkable is the expression of the homeobox genes, HOXA and
HHEX, which are involved in developmental processes®’;
HOXA3 is particularly involved in thymus development.®®
CEBPA codes for a transcription factor controlling enhancer ex-
pression and function and regulates proliferation.?” In contrast,
the transcription factors overexpressed in adult cells are re-
lated to typical T-cell function, such as T-bet (TBX21), the
EOMES transcription factor, and STAT4, which is activated in
response to IL-12 and is involved in Th1l differentiation.
Together, these results are consistent with previous reports,
in which a low Th1 response in neonatal T cells has been de-
scribed®®*? and suggests that these cells are prone to prolifer-
ation. In addition, our results are consistent with previous
publications where CD93, TOX, and SOX4 were found overex-
pressed in neonatal CD4" T cells.***?

We performed a second functional annotation analysis to
search for pathways in adult and neonatal cell populations us-
ing the STRING app in Cytoscape. Again, no pathways were
found enriched in the overexpressed genes of adult cells. The
genes overexpressed in the neonatal cells form a large network
of functional interactions (Supplementary Fig. 5), in contrast
to adult overexpressed genes, which were dispersed and only
form small networks (Supplementary Fig. 6). The significant
pathways found in STRING for neonatal cells are shown in
Supplementary Table 2 and the neonatal cell clusters in
Supplementary Table 3. These pathways corresponded to those
found in the KEGG database. Then we analyzed the GO compo-
nents for neonatal (Supplementary Table 4) and adult cells
(Supplementary Table 5), showing an enrichment in basic cellu-
lar components in the adult cells and an enrichment in growth
factor responses in the neonatal cells. This shows that a big net-
work of interconnected genes/proteins regulates the neonatal
state.
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Fig. 1. Differentially expressed genes between unstimulated naive neonatal and adult CD4" T cells. (A) Principal components analysis showing naive
neonatal and adult cells. (B) Volcano plot displaying the differentially expressed genes in basal adult vs neonatal CD4" T cells. (C) Functional analysis of
pathways enriched in neonatal cells overexpressed genes. (D) Network of pathways in the neonatal overexpressed genes. N =3 in each condition.

Differentially expressed genes considered a log fold change of 1 and an adjusted P value <0.05. The statistical analysis was performed using the Wald

test.

3.1.1 Protein expression, proliferation, and early
activation in response to TCR/CD28 signals

To confirm our transcriptome results, we evaluated the protein
expression of several genes overexpressed in neonatal cells by
flow cytometry using independent samples. The selection of the
proteins was based on the high difference in gene expression,
the appearance of the proteins in several pathways, and the rele-
vance of the genes in immune function. For the analysis, in add-
ition to the live cells gate, we also analyzed the CD31* cells in
the same samples to exclude that the observed differences could
result from a different proportion of recent thymus emigrants
(RTEs) in neonatal and adult cell populations. The gating strategy
to analyze CD31 is shown in Supplementary Fig. 1C and

Supplementary Fig. 2A. CD31 is an accepted marker for RTEs in
CD4" T cells.*? The adult T cells came from young adults, aged
20to 30yr, and CD31 expression was highly variable, but no differ-
ences were found in the proportion of RTEs between neonatal and
adult cells (Supplementary Fig. 7). We found that the 7 proteins
evaluated, which correspond to glycolysis, proliferation, and
intracellular signaling markers, were significantly increased in
the neonatal cells, and the analysis on the CD31" population did
not change the general protein expression profile (Fig. 2A).

Next, we evaluated neonatal and adult CD4* T-cell prolifer-
ation by CFSE dilution (the gating strategy to analyze proliferation
is shown in Supplementary Fig. 8). In agreement with the tran-
scriptome profile, the neonatal cells proliferated more (Fig. 2B),
both without stimulation (homeostatic proliferation) and after
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Fig. 2. Changes in protein expression and proliferation assays. (A) Protein expression in unstimulated cells was evaluated by intracellular flow
cytometry in the general living cells gate and the CD31" cells gate of the same samples to evaluate simultaneously protein expression in the CD4* T
populations and in RTEs. N corresponds to the neonatal samples and A to the adult ones. For statistical analysis, we used the Mann-Whitney U test.
(B) Proliferation of neonatal and adult cells without any stimulus (homeostatic proliferation) or after stimulation by crosslinking CD3 and CD28 for 96 h
(activation-induced proliferation). Statistical comparisons for these experiments were performed with 2-way analysis of variance and Sidak's multiple
comparisons test. *P < 0.05, *P < 0.01. The frequency of cells in each number of divisions in samples after stimulation (C) and without stimulation (D)
was also evaluated. For the protein expression evaluation, 3 neonatal and 5 adult samples were used, while for the proliferation experiments, 4
neonatal and 5 adult independent samples were used. For proliferation statistical analysis, we used Student's t test. *P < 0.02.

CD3/CD28 signals (activation-induced proliferation). Neonatal
cells generated up to 2 generations without stimulus (Fig. 2C)
and up to 3 generations after activation (Fig. 2D), while the naive
adult cells did not divide homeostatically, with only a small pro-
portion of the cells reaching 1 division after activation. Of notice,
the high proliferation of neonatal cells is in congruence with the
high expression of glycolytic and cell cycle genes.

We then evaluated the transcriptome of early activated neo-
natal and adult CD4" T cells. After 6h of incubation with
CD3/CD28 signals, cells were collected and sequenced, and differ-
ential gene expression analysis was performed. In neonatal cells,
only 1 gene was found downregulated, while 75 genes were over-
expressed after 6 h of cell activation. In contrast, in adult cells, 53
genes were downregulated, and 287 genes were upregulated,
under the same activation conditions (Fig. 3A). The top 80 differ-
entially expressed genes in neonatal and adult cells upon activa-
tion are shown in Supplementary Fig. 9. The comparison between

activated neonatal and adult cells showed 1,457 genes overex-
pressed in the neonatal cells and 1,083 genes in the adult
ones (Fig. 3A). An analysis of KEGG pathways enrichment
(Fig. 3B) revealed an upregulation of metabolic-, adhesion-, and
cytoskeleton-related pathways upon activation in neonatal cells
(see middle column), while in the adult cells, both T-cell receptor,
cytokine—cytokine receptor signaling, and innate receptor path-
ways were upregulated (see right column of Fig. 3B), outlining
the activation of the cells and suggesting an important function
of Toll and NOD receptor pathways in naive cell activation, as
we previously reported for TLR5.***

We also evaluated the cytokine response of the major Th effect-
or pathways in cells stimulated for 48 h after CD3/CD28 crosslink-
ing (Supplementary Fig. 10). A significant induction of IL-2 was
observed in neonatal CD4" T cells, which was lower than that of
adult cells, even though this difference did not reach statistical
significance. The expression of all the other cytokines was much
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lower in the neonatal cells, in agreement with a proliferative re-
sponse and yet a low effector function.

3.1.2 An epigenetic signature of neonatal CD4*
T cells

Next, we aimed to explore the epigenetic landscape underlying
the characteristic gene expression profile of neonatal CD4* T cells.
To start our epigenetic analysis, we focus first on the role of each
epigenetic mark in the regulation of gene expression in neonatal
and adult cells. We extracted the scores of the chromatin opening
(H3K4me3, H3K27ac, and H3K4me1l) and repression (H3K27me3)
marks along the promoter regions (+2 kb from the gene start) of
the differentially expressed genes. Figure 4A shows the presence
and distribution (histograms) of the marks along the promoters
of overexpressed genes in neonatal cells (left). The neonatal chro-
matin presents slightly higher levels of the opening marks
H3K4me3 and H3K27ac, with a slight reduction in the closed chro-
matin mark H3K27me3 in the promoters of the overexpressed
genes (blue lines) as compared to the promoters of genes overex-
pressed in adult cells (red lines) or genes that were not differen-
tially expressed (gray line). This mark is difficult to visualize
because of its broad presence along the genes. Also, boxplots
(right) show the mean score of each chromatin mark in the pro-
moters of the genes differentially expressed between neonate vs
adult. When we evaluated the average levels of the marks in the
promoters of genes, the only significant difference involved the
closing mark H3K27me3, which was slightly lower in the genes
overexpressed in neonatal cells. On the other hand, in the adult
cells, genes overexpressed in these cells (Fig. 5B) have higher

levels of the H3K4me3, H3K4me1, and H3K27ac open chromatin
marks, and a much lower level of the H3K27me3 closed chromatin
mark along the promoters, as compared with the presence of this
mark in the genes overexpressed in neonatal cells. In the average
levels of the marks in the genes overexpressed in adult cells,
changes were significant for all the marks, but the closed chroma-
tin mark was remarkably much higher in the neonatal cells. This
suggests that during the maturation of neonatal cells toward the
adult epigenome, gene promoters lose neonatal-enriched closed
chromatin marks and open the adult-enriched regions and that
the regulation of the H3K27me3 mark is very important for this
change.

Epigenetic marks are combined in epigenetic landscapes to give
specific functions to different genomic regions. Thus, to better
understand the epigenetic differences between neonatal and
adult CD4" T cells, we compared the epigenetic landscape of the
neonatal and adult cells. For that, we used ChIP-seq data from
the BLUEPRINT Consortium (https:/www.blueprint-epigenome.
eu/) for human neonatal and adult naive CD4" T cells. We ana-
lyzed 6 different chromatin mark profiles, including H3K27ac,
H3K4me3, and H3K36me3 denoting open chromatin,
H3K27me3 and H3K9me3 denoting closed chromatin, and the
enhancer mark H3K4mel. We generated a 12-state chromatin
model, named E1 to E12, and evaluated the enrichment of
each chromatin state in relevant chromatin regions (Fig. 5A
and 5B). We focused on chromatin states with histone marks
of active promoters (E12), closed chromatin (E2, E3, and E4),
and active (E9), poised (E8), and intragenic (E7) enhancers.
Using these results, we evaluated the enrichment of chromatin
states in the promoters and bodies of genes overexpressed in
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Fig. 4. Histone marks in promoter regions of genes overexpressed in neonatal or adult CD4" T cells. Representative histone mark profiles (H3K4me3,
H3K4mel, H3K27me3, and H3K27ac) in promoter regions (around TSS) of genes overexpressed in neonatal (A) and adult cells (B), as compared to genes
that were not differentially expressed and the overexpressed genes of the opposite population. We show the average distribution (profiles) of the mark
in the promoters of the genes and the average score (boxplots) of the mark in the neonatal (N) and adult (A) cells. ChIP-seq data were obtained from the
BLUEPRINT Consortium. We performed the Mann-Whitney test, since our data were not normally distributed according to the Shapiro-Wilk test.

neonatal or adult cells in the transcriptome. As expected, in the
chromatin of neonatal cells, the promoters of genes overex-
pressed in neonatal cells are enriched in E12, corresponding to
active promoters. Remarkably, the bodies of the same genes
are enriched in states E9 and E8, corresponding to active and
poised enhancers, respectively, while the genes downregulated
inneonatal cells are enriched in states E2 and E3, corresponding
to closed chromatin. On the other hand, in the chromatin of
adult cells, the promoters of genes overexpressed in these cells
present enrichment of E12, and the bodies present enrichment
of E9, E8, and E7, while the downregulated genes present enrich-
ment of E2, E3, and E4. These results suggest that the gene ex-
pression profile is underlined by the epigenomic landscape of
neonatal and adult CD4" T cells. Specifically, the genes overex-
pressed in neonatal cells have opening marks along the pro-
moters and gene bodies, while the genes underexpressed in
neonatal CD4" T cells but overexpressed in adult cells are
closed along the gene body by H3K27me3 and/or H3K9me3.
Also, to achieve adult-like gene expression, neonatal genes

must be closed, and new promoters and gene bodies must
open in adult cells.

We then explored the changes in chromatin states from neo-
nate to adult CD4" T cells as shown in the Sankey plot (Fig. 6A)
and found that the biggest changes occurred in enhancers (active,
intergenic, and poised) and bimodal regions, showing a great dy-
namic chromatin remodeling from neonatal to adult CD4" T cells.

We then used IGV to visualize the RNA-seq signal along with
the chromatin states generated with ChromHMM at some rele-
vant genes. Figure 6B shows the landscape along the GLUT1
gene, overexpressed in neonatal cells, while Fig. 6C shows the
landscape along CAMK2N1, overexpressed in adult cells. In the
case of GLUT1, although active promoters are present in both neo-
nate and adult cells, additional active enhancer regions are pre-
sent in neonatal cells, possibly inducing a higher expression of
this gene. In the case of CAMK2N1, overexpressed in adult cells,
the active promoter state is found only in adult cells. The visual-
ization of the HOX cluster expression peaks and its regulatory re-
gions are shown in Supplementary Fig. 11.
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Fig. 5. The epigenetic landscape of the neonatal and adult CD4" T cells. Chromatin states were computed with the software ChromHMM (A) generating
a 12-state model. The color code for the ChromHMM states is shown. (B) Genome-wide region enrichment for the chromatin states. (C) Enrichment of
relevant chromatin regions (differentially expressed genes and promoters) with chromatin states for adult and neonatal cells. LFC + 1: overexpressed in
neonatal cells with log2 fold change >1. LFC-1: overexpressed in adult cells with log2 fold change <-1. Proms: promoters.

To further understand the potential function of regulatory re-
gions enriched in the neonatal and adult CD4" T cells, we aligned
the chromatin regions that were designated as active enhancers
or active promoters in our ChromHMM analysis with SNPs identi-
fied in 413 GWAS, obtained from the IEU OpenGWAS project. We
found a significant enrichment of SNPs associated with rheuma-
toid arthritis and asthma in the adult cell active promoters, in
agreement with the typical high activation profile of the adult
cells. No correlation was found in the neonatal promoters with
GWAS data. In contrast, 2 hits were found in the active enhancers
of neonatal cells with prostate cancer, in agreement with the high
expression of the HOX genes and the higher proliferative profile of
these cells. No correlations were found in the adult cells’ en-
hancers (Fig. 6D).

We next focused on the active enhancers and active promoters’
regions (states 9 and 12, respectively), annotated them to the
nearest gene using the GREAT tool, and identified the genes anno-
tated exclusively to neonatal or adult cells. Supplementary Fig.
12A displays the enhancer and promoter regions of neonatal
and adult cells, showing very few shared regions, with the number
of regions associated with each of them. Supplementary Fig. 12B
shows the top 20 enriched pathways with the genes annotated
to active enhancer regions only in neonatal cells, while no path-
ways were enriched with the genes annotated to regulatory re-
glons present only in adult cells. Among the pathways enriched
in neonatal cells, we found overrepresented the PD-L1-PD1 path-
way, which has been reported as a master regulator of tolerance in
tumor microenvironments,*® as well as the senescence pathway,
also associated with immunosuppression. Antiviral response
pathways and other pathways already revealed by the transcrip-
tomic signatures were also enriched, including the HIF pathway
and proliferation. TCR signaling genes were also found associated
with active enhancers, including positive and negative signal re-
ceptors (CD3, CTLA4, and PD-1). Genes involved in AP-1, NF-kB,
and NFAT activation, as well as in NOD pathways, were also found
enriched.

Finally in the summary figure, we present the main conclusions
of our study, showing that neonatal cells are characterized by a
specific epigenetic and gene expression profile, pointing to

particular physiological adaptations, which should be considered
in the design of vaccines or therapeutical strategies targeting the
neonatal immune response.

4, Discussion

In accordance to our hypothesis, this study provides an identifica-
tion of the unique regulatory network for neonatal and adult CD4*
T cells. The main signature of the unstimulated neonatal cell
transcriptome is the expression of genes associated with prolifer-
ation, aerobic glycolysis, antimicrobial activities, and regulation
of cell signaling. Our study reveals a characteristic expression of
transcription factors in neonatal cells, with overexpression of
master regulators of chromatin structure, including ZNF423,
which has been related to DNA damage repair®?; Bcl1la transcrip-
tion factor, which binds the SWI/SNF chromatin remodelers®;
CEBPA, a transcription factor controlling enhancer expression
and function, metabolism, proliferation, and myeloid cell devel-
opment®; and the transcription factor TOX, which is a master
negative regulator of effector functions, reported for T-cell
exhaustion.®*

In agreement with a rather limited response, the gene expres-
sion after T-cell activation was much lower in the neonatal as
compared with adult cells and was not a typical T-cell response.
On the contrary, the proliferation response was higher in the neo-
natal than in the adult cells. This is in agreement with our identi-
fication of the high expression of hyperproliferative genes in
neonatal CD4" T cells, particularly those coding for the family of
HOXA transcription factors.*”"*® This was unexpected, as a pro-
gressive downmodulation of HOXA transcripts has been reported
during thymic cell maturation,**° while sustained expression of
HOXA genes during T-cell differentiation has been shown to im-
pair T-cell maturation and induce oncogenic transformation.®*
Therefore, the maintained expression of these genes in neonatal
T cells might impose an “immature” epigenetic state contributing
to the higher proliferation and yet more tolerant immune re-
sponse phenotype of these cells. In agreement with proliferation
and yet limited adult-like effector functions of the neonatal cells,
we found a significant induction of IL-2 in neonatal cells, and a
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Fig. 6. Changesin the chromatin states between neonate and adult cells. (A) Sankey plot showing the changes between relevant chromatin states. (B, C)
Genomic tracks for 2 selected genes overexpressed in neonatal cells or in adult cells, with their chromatin state annotations shown, with the color and
number codes depicted in Fig. 5. (D) Assignation of SNP-associated diseases, from 413 GWAS to neonatal or adult regulatory regions classified as active
promoters or enhancers, from our ChromHMM analysis. Act Enh, active enhancer; Act Prom, active promoter; Bi, bimodal regions; Closed, closed

chromatin; IG Enh, intergenic enhancer; Inact Enh, inactive enhancer; Other,

much lower amount of effector cytokines of the major Th path-
ways was observed in the neonatal as compared to that of adult
cells. The levels of IL-2 expression were still higher in adult cells,
yet they proliferated less than neonatal cells. This could be due to
the high expression in neonatal cells of hyperproliferative genes,
glycolytic enzymes potentially increasing glycolysis, which is
needed to sustain proliferation or other inflammatory cytokines.

The transcription factors overexpressed in adult cells are re-
lated to typical T-cell function, such as the T-bet (TBX21) and
STAT4, which are the Th1 signature transcription factors, and
EOMES, which marks memory cells. The presence of these factors
does not imply that cells are not naive but that the basal expres-
sion, due to the open chromatin in the adult naive cells, may pre-
pare them for effector or memory differentiation, particularly the
Th1 profile.

The unique transcriptome of the neonatal CD4* T cells is fur-
ther accompanied by a characteristic epigenomic landscape.
Overexpressed genes in adult cells have higher levels of open
chromatin marks, H3K4me3, H3K4me1l, and H3K27ac in their pro-
moter regions, with a significantly lower level of the closed chro-
matin mark H3K27me3. In contrast, upregulated genes in
neonatal cells have slightly higher levels of open chromatin
marks, with a slight but significant difference in the closed

other unidentified marks.

chromatin mark H3K27me3. This suggests that the change of neo-
natal toward adult cells involves a fine regulation of histone
marks, particularly H3K27me3. A potential caveat of this study
is the origin of the samples used for transcriptome analysis
(Mexican population and young adults) and the European popula-
tion for the epigenomic data and the SNP analysis. We found,
however, a similar transcriptomic signature of the top neonatal
overexpressed genes and transcription factors with those from
BLUEPRINT data. Furthermore, the transcriptomic and epigenetic
analysis results are in agreement with each other, suggesting that
the profiles shown are not particular for a human ethnic popula-
tion but broad to all humans.

Combining the chromatin marks analyzed, we defined 12 chro-
matin states and found a good correspondence between gene
expression (RNA-seq) and epigenomic landscape (chromatin
state) for neonatal and adult cells (Fig. 5). We then visualized
the chromatin states along the RNA-seq signal for selected
genes and found that these states corresponded with the level of
expression of the genes (Fig. 6). Overexpressed genes in neonatal
cells are associated with intergenic active enhancer regions
(H3K4mel1™H3K27ac") as well as active promoters. To further
evaluate the role of active enhancers on gene expression, we per-
formed the functional annotation analysis of the genes associated
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with active enhancers in neonatal cells. This led us to identify 146
enriched pathways. One of these pathways was the same as in the
transcriptomic signature (HIF-1 signaling pathway), which is re-
lated to the central carbon metabolism in cancer. Other genes
were part of other signaling pathways, with functions related to
the genes overexpressed in the neonatal cells. For instance,
cancer-related pathways, presumably related to the overexpres-
sion of the hyperproliferative genes, focal adhesion, and migra-
tion events (also related to Rapl signaling pathway), were also
found in genes close to the active enhancers. We also found a
strong enrichment in pathways related to tolerance and the regu-
latory Th17 pathway. The epigenetic landscape expands the tran-
scriptome analysis, which shows what is happening in the cells at
a precise moment, to the readiness of the cells to respond in par-
ticular ways. Hence, we do not expect the corresponding annota-
tions to be identical.

We have previously published the transcriptomic and epige-
nomic analysis of neonatal CD8" T cells.*® Several characteristics
are shared in the neonatal CD4" T cells, such as cell cycle, antiviral
response pathways, and antimicrobial peptides expression, but
there are also important differences. Specifically, in neonatal
CD4* T cells, genes of the TCR signaling pathway were associated
with active enhancers, which suggests that CD4"* T cells are read-
ier to activate cell signaling upon the proper maturation stimuli.
Negative signaling is also more strongly associated with the
CD4" T cells, including exhaustion-like gene expression (PD-1/
PD-L1, cellular senescence, apoptosis, necroptosis). Another dif-
ference consists of the higher proliferation of neonatal CD4*
T cells in response to stimulation, which was not found in the
CD8* T-cell population. Remarkably, neonatal CD4* T cells appear
to be ready to activate all cell functions, while they have strong
regulatory regions. It could be very interesting to find which sig-
nals regulate the expression of either group of genes.

The limitations of our study are the number of samples
sequenced, although we obtained a statistically significant signature
of differentially expressed genes. In addition, our transcriptome re-
sults were confirmed by comparison with the BLUEPRINT RNA-seq
data, epigenetic analysis, changes in protein expression in basal con-
ditions, and changes in gene expression, proliferation, and cytokine
secretion upon activation. Although the differences between neo-
natal and adult overexpressed genes are maintained in both data
sets, there were differences in the adult cells’ gene expression be-
tween our data and that of BLUEPRINT. One explanation could be
that the mean age of BLUEBRINT samples was over 60 yr, and our
transcriptome was on young adults, even if in both cases the data
were from naive cells. Another limitation of our study is that it
was performed in cord blood cells, because to be able to purify
CD4", we needed at least 15 mL of blood, which would be impossible
to obtain otherwise. Cord blood remains an important reference, and
a good correlation has been found between cord blood parameters
and infants’ output in many studies, cited in Ariyakumar et al.*° It
has been claimed that cord blood does not represent neonates’
blood,”* but it has been shown that after birth, there are changes
in immune cells within hours, making it difficult to evaluate the
best time to pick a sample.*°

In any case, our data show that neonatal CD4" T cells have a
unique transcriptomic and epigenomic signature, enriched in pro-
liferation, low response, and glycolysis, which predisposes them
to lower immune responses. In a recent single-cell sequencing
study, it was shown that in the transition of human fetal to adult
T cells, the cells evolve in a progressive way, rather than in waves,
suggesting that the neonatal T cells mature into adult cells® and
are notaunique population that is replaced by the adult-like cells.
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In a different study, it was shown that immune cells follow a
stereotypic developmental pattern toward the adult-like cells.”?
We found that histone marks, particularly H3K27me3, are import-
ant in the establishment of the unique genomic structure of neo-
natal cells. Several enzymes participating in the methylation of
this particular histone mark have been found.>® It will be interest-
ing to characterize these enzyme functions in the neonatal T cells.

Altogether, our results explain many characteristics of the neo-
natal CD4" T cells and identify the potential molecules and path-
ways associated with these, which could be considered in
attempts to better treat the newborn population.
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