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Resumen

Los recién nacidos son la poblacion mas propensa a morir a causa de la infeccion, de acuerdo a los
datos de la Organizacion mundial de la salud, OMS (1). De las muertes de nifios entre 0 y 5 afios,
el 30% corresponden a muertes neonatales y de estas, el 25% son debidas a infecciones. En
particular, los recién nacidos son altamente susceptibles a infecciones intracelulares (2). Una
apropiada activacion de los linfocitos T CD4" es necesaria para que se origine una respuesta

inmune celular adecuada. (3-5).

El sistema inmune neonatal, y particularmente la respuesta de los linfocitos T CD4* de neonatos,
no han sido estudiados a fondo. Existen evidencias de que los receptores tipo Toll, TLRs por sus
siglas en inglés (Toll-Like Receptors), moléculas tipicamente asociadas a la inmunidad innata,
podrian ser importantes moléculas co-estimuladoras para la activacién de los linfocitos T CD4".
Los linfocitos T CD4" neonatales también expresan TLRs y algunos de estos son funcionales, tal
es el caso del TLRS5, el TLR2 y el heterodimero TLR7/8 (6-8).

El objetivo de este proyecto fue caracterizar a los linfocitos T CD4* de neonatos humanos, desde
el estado basal de su cromatina y expresion génica, hasta su respuesta a los estimulos del receptor
de células T (TCR) y el receptor co-estimulador clasico CD28 o las del estimulo alternativo por el
TLR5. Hicimos un estudio comparativo con las células de adulto para delinear los aspectos
generales de los linfocitos T CD4" y los especificos de las células neonatales. Hicimos un estudio
interdisciplinario, que consistio en 5 aspectos principales: (1) La caracterizacion epigenética y
transcriptémica de los linfocitos T CD4" de adultos y neonatos humanos en estado basal, a partir
de datos publicos. (2) La generacion de modelos 16gicos que reproducen la respuesta de activacion
de los linfocitos T CD4" a los estimulos conjuntos del TCR y CD28, vy alternativamente al TLR5,
y su validacidn con datos epigenéticos y transcriptomicos publicos, y datos experimentales para el
caso del TLR5. (3) La generacion de un modelo fusionado de las vias de sefializacion, (4) la
validacion experimental del modelo para el caso de los adultos. (5) La exploracion de la
sefalizacion a través del TCR y el TLR5 en células neonatales y la propuesta de un mecanismo

para inducir la activacion de tales células.



INTRODUCCION
Inmunidad neonatal

Los neonatos son altamente susceptibles a las infecciones, principalmente por patdgenos
intracelulares (9-12). Por lo que las infecciones son una de las principales causas de muerte durante
la etapa neonatal (13). Durante mucho tiempo este suceso se atribuy6 a la inmadurez del sistema
inmune de los neonatos y se pensd que estos eran inmunodeficientes (14). Sin embargo,
actualmente se sabe que, aunque en la sangre neonatal circula una mayor proporcion de células
inmaduras en comparacion con la sangre de adulto, los neonatos si son capaces de llevar a cabo

respuestas inmunes eficientes bajo condiciones fuertes de estimulacién (15, 16).

Una vision actualmente aceptada es que el sistema inmune neonatal esta moldeado de una manera
que atiende a las necesidades del feto durante la gestacion, asi como a las implicaciones del
nacimiento (14, 17). Durante la gestacion, el feto debe evitar reacciones pro-inflamatorias porque
esto puede inducir un parto prematuro. El recién nacido, por su parte, también debe evitar las
respuestas exacerbadas porque estas lo pueden llevar a un choque séptico, al entrar en contacto
con el inmenso nimero de antigenos extrafios del medio ambiente. Ademas, el recién nacido debe

permitir nuevas asociaciones microbianas en sus mucosas, que son benéficas para su salud (9).

El sistema inmune adaptativo del neonato es basicamente virgen (no hay células de memoria),
debido a que el recién nacido no ha tenido contacto con la mayoria de los antigenos del ambiente,
por lo que su primer enfrentamiento con nuevos antigenos depende principalmente de su sistema
inmune innato (14). Se han reportado grandes diferencias entre el sistema inmune innato del
neonato y el adulto, muchas de ellas originan nuevas diferencias en la induccion de la activacion
del sistema inmune adaptativo (11, 18). Esto ocasiona que la respuesta inmune neonatal global sea

muy diferente a la del adulto (12, 19).

Se puede decir, de manera general, que los neonatos tienden a favorecer ciertos tipos de respuesta.
Particularmente, se favorecen la respuesta Th2, que es la respuesta especializada para combatir
parasitos helmintos y participa en las alergias, asi como la respuesta de tolerancia que se encarga
de terminar o impedir a otros tipos de respuesta inmune (14, 20, 21). La respuesta de tolerancia
aumenta el umbral de la respuesta antigénicay, en el caso del neonato, favorece el establecimiento
de la flora intestinal (20, 22). Por otra parte, se ha visto que la respuesta Th17, encargada de

combatir a las bacterias extracelulares y los hongos, presenta niveles comparables con la de los



adultos, aunque viene acompariada de una secrecion aumentada de IL-10 que le confiere tolerancia.
Sin embargo, la respuesta Thl, que es la respuesta especializada en combatir patdgenos

intracelulares, es frecuentemente deficiente (20, 22).

Las células encargadas de orquestar los distintos tipos de respuesta inmune adaptativa son los
linfocitos T CD4". Estas células se encuentran en proporcién similar en la sangre de adulto y
neonato. Sin embargo, los linfocitos T CD4" neonatales presentan caracteristicas fenotipicas y
funcionales distintas a las de los adultos, aunque son capaces de responder adecuadamente ante

algunos retos antigénicos (15, 16, 23).
Linfocitos T CD4*

Los linfocitos T son células responsables de reconocer especificamente, mediante el receptor de
células T (TCR), a péptidos antigénicos de patdgenos particulares y de responder de manera
apropiada para mediar su eliminacion. Un subtipo de estos, los linfocitos T CD4", son células
especializadas que se encargan de coordinar la respuesta inmune de otros tipos de células, como

la de los linfocitos B, los macréfagos y los linfocitos T CD8* (24).

Para realizar su funcion, los linfocitos T CD4" virgenes (que no han reconocido a su antigeno)
deben primero activarse. Para su activacion, los linfocitos reconocen al antigeno para el cual su
TCR es especifico, siempre y cuando este sea presentado por las APCs (células presentadoras de
antigeno) en un contexto de MHC (Major Histocompatibility Complex) 1. Ademas del antigeno,
los linfocitos perciben sefiales co-estimulatorias (proteinas B7) por parte de las APCs, a través del
receptor CD28. Asi mismo, durante su activacion los linfocitos TCD4* perciben sefiales del medio,
como las citocinas que son secretadas por otras células y que regulan la diferenciacion celular (24—
27). Lafigura 1 ejemplifica la activacion de un linfocito T CD4" por una célula dendritica, la célula
presentadora de antigeno profesional.

Los Linfocitos T CD4" activados pueden diferenciarse en fenotipos efectores particulares,
dependiendo del tipo de citocinas que se encuentran durante su activacion, estas celulas
diferenciadas son capaces de producir los mediadores adecuados (citocinas especificas) para

promover la eliminacion del patdgeno (24, 28).
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Figura 1. Activacion y diferenciacién de linfocitos T CD4*. Se muestran las 3 sefiales
requeridas para la activacion y diferenciacion de los linfocitos T CD4", y dos posibles vias de

diferenciacion. Figura tomada de (29).

En el tema de activacion y diferenciacion profundizamos en el capitulo de libro que publicamos

en el 2016 y que corresponde al Anexo 1.
Activacion de los linfocitos T CD4*.

La sefializacion de los linfocitos T a través del Receptor de Células T (TCR) (Figura 2) puede
dividirse en 5 componentes principales para su estudio: (i) sefializacion temprana (azul), (ii)
formacion del sifialosoma de LAT (Linker for Activation of T cells) y moléculas alternativas (iii)
cascada de las MAPKs (Mitogen-Activated Protein Kinases) (verde), (iv) sefializacion mediada
por PKC (Protein Kinase C) 6 (rojo) y (v) sefializacion mediada por calcio (amarillo). Estas vias
Ilevan a la activacion de las familias de factores transcripcionales, AP-1 (Activator Protein 1), NF-
kB (Nuclear Factor xappa-B) y NFAT (Nuclear Factor of Activated T cells). Ademas, dependiendo
las sefiales co-estimulatorias se activan factores transcripcionales como CREB (CAMP response
element-binding), B-catenina, y SRF (Serum Response Factor) , que pueden cooperar 0 antagonizar
con las sefiales del TCR (30-39).

Durante la sefializacion temprana, las cinasas LCK (Lymphocyte-specific protein tyrosine kinase)

y/o FYN (Protein tyrosine kinase FYN) de la familia src son reclutadas al complejo TCR, ya sea



mediante su interaccion con el co-receptor CD4 o con el receptor co-estimulatorio CD28, donde
se encargan de fosforilar a los Motivos de Activacion de Inmunoreceptor Basado en Tirosinas
(Immunoreceptor Tyrosine-based Activation Motif ), ITAMS, de las cadenas CD3 y { (35, 40-42).
Los ITAMs fosforilados sirven como punto de anclaje a ZAP-70 (zeta-chain associated protein
70), la cual es fosforilada y activada por LCK. ZAP70 y LCK fosforilan a LAT (Linker for
activation of T cells) en al menos 5 sitios. LAT es una proteina transmembranal que funciona como
andamio para la formacion de un complejo multi-proteico de sefializacion (el signalosoma del
TCR) (43, 44). LAT fosforilada es un punto de anclaje para un grupo de proteinas de sefializacion,
entre ellas PLCy1 (phospholipase C gamma 1), la cual una vez reclutada es fosforilada y activada.
PLCyl se encarga de lisar el PIP2 (Phosphatydilinositol 4,5 bisphosphate) presente en la
membrana plasmaética y de esta manera generar dos importantes segundos mensajeros: DAG
(Diacylglycerol) e IP3 (Inositol triphosphate). Para el reclutamiento de otras proteinas de
sefializacion al signalosoma de LAT son requeridas las proteinas GRB2 (Growth factor receptor-
bound protein 2), GADS (GRB2-related adapter protein 2) y SLP76 (SH2-domain- containing
leukocyte protein of 76 kDa) (43, 45-47). A partir del signalosoma de LAT se ramifican varias
vias de sefializacion. La via que es promovida por PKC6 lleva a la activacion de NF-xB (nuclear
factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells) mediante la fosforilacion del propio NF-
kB y la fosforilacion de su inhibidor IkB, evento que lo marca para degradacion por el proteasoma
(37). La principal cinasa que lleva a cabo estas fosforilaciones es el complejo IKK (Inhibitor of
nuclear factor kappa-B kinase) (48, 49). Por otra parte, la via dependiente de calcio lleva a la
activacion de NFAT (Nuclear Factor of Activated T Cell) (50) a través de la desfosforilacion y
activacion del mismo. La fosfatasa responsable de esto es Calcineurina, que requiere de la
Calmodulina asociada a calcio para llevar a cabo su funcion. Por su parte, las vias de las MAP
cinasas llevan a la activacion de AP-1 (Activator Protein 1) mediante la induccion de la expresion
de Fos y su fosforilacion y la fosforilacion de Jun (51). Las sefiales co-estimulatorias de CD28
inducen ademas de las vias antes mencionadas a PI3K (Phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate 3-
kinase), responsable de activar a CREB. Estas cuatro familias de factores transcripcionales median
la expresion de una gran cantidad de genes, responsables de procesos como la proliferacion, la

supervivencia y la produccion de citocinas anti- y pro-inflamatorias.



CD4
(or CD8) TCRap

CRAC
m
........................ ——
e, |
ca® }
DAG STIM
P —
ca’* ER
DAG
(" Calmodulin )
/"‘ SIS
Calcmeunn/

Activation of transcription factors

Figura 2. Sefializacion mediada por el TCR. Para su estudio, la via se puede dividir en 5

componentes principales. Tomado de Morris and Allen, 2012 (30).

La magnitud y la dindmica de activacién de estos factores transcripcionales es importante para
determinar qué genes se expresan, dentro de todo el grupo de genes blanco (52). De la misma
forma, la comunicacidn cruzada entre estas vias de sefializacidn y la cooperacion o el antagonismo
entre los factores transcripcionales son determinantes de la expresion de genes de la respuesta

inmune Yy el destino celular de los linfocitos (53, 54).

Cuando las sefiales del TCR (y co-estimulatorias) son suficientes para superar el umbral de
activacion de los linfocitos, y dependiendo de la naturaleza de las sefiales polarizantes presentes
en el medio, estas células se diferenciaran en fenotipos efectores especificos (24, 26, 55), como se

describe a continuacion.
Diferenciacion de los linfocitos T CD4".

Las citocinas que los linfocitos perciben del microambiente durante su activacion juegan un papel
clave en la determinacién del destino celular. Se sabe que la interleucina (IL) 12 y el interferon

(IFN) y promueven la diferenciacién Th1l de los linfocitos T CD4". Estos son un subtipo de



linfocitos efectores encargados de mediar la respuesta contra patogenos intracelulares. Se
caracterizan por expresar el factor transcripcional firma Tbet y producir varias citocinas para
promover la respuesta de otros tipos celulares. EI IFNy producido por estas células causa la
activacion de los macréfagos y mejora su actividad microbicida (26, 56, 57). Cuando el linfocito
T CD4" percibe del medio IL-4 se diferencia hacia un fenotipo Th2. Estas células expresan al
factor transcripcional firma GATAS y producen, entre otras citocinas, IL-4, IL-5 e IL-13. Ademas,
estas células median el cambio de isotipo de los linfocitos B hacia IgG1 e IgE y promueven la
respuesta contra pardsitos (58-61). Otras citocinas como IL-1, IL-6 y TGF-p promueven la
diferenciacion hacia células Th17. Estas Gltimas expresan el factor transcripcional firma RORyt y
secretan IL-17 e IL-21, entre otras (62—-64). Este subtipo celular media la respuesta contra hongos
y algunas bacterias extracelulares. EI TGF-p también es importante para la diferenciacion hacia
iTreg, junto con la IL-10. Las iTregs se encargan de suprimir la respuesta inmune (65, 66).

En la figura 3 se muestran los 4 tipos principales de perfiles efectores de los linfocitos T CD4", las
citocinas que los promueven, los factores transcripcionales firma y las citocinas que producen, asi
como sus principales funciones. Ademaés existen otros fenotipos efectores menos comunes, como
las Th9, las Th21 y las T foliculares (Tfh), cuyas funciones no estan del todo descritas (67—72).
Incluso, se ha reportado que las células Tfh son en realidad un grupo celular que radica en los

foliculos pero que puede diferenciarse en todos los fenotipos especificos (70, 73).

Varios son los mecanismos que regulan la diferenciacion de los linfocitos T CD4*. Uno de ellos
es la proporcion y la relacion entre los factores transcripcionales AP-1, NFAT, NF-xB y CREB,
que se inducen por las sefiales del TCR y co-receptores. Por ejemplo, se sabe que las sefiales
exclusivas y sostenidas de calcio (via NFAT), conducen a un estado de anergia. Por otra parte, si
domina la activacién de NFAT sobre NF-«B, las células tienden a diferenciarse al fenotipo Th2.
Mientras que si lo opuesto ocurre, se favorece el fenotipo Thl (74-76). Sin embargo, mucho queda
por entender sobre la forma en que estos factores transcripcionales pueden mediar la induccion y/o
la estabilizacion de los factores transcripcionales firma de cada fenotipo efector (Thet, GATA3,
RORyt y FOXP3).
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Figura 3. Diferenciacion de los linfocitos T CD4". Se muestran los 4 fenotipos efectores mas
reconocidos. Modificado de Zhu et al, 2010 (25).

Es muy probable que durante la activacion y diferenciacion de los linfocitos T CD4 otros
receptores expresados en estas células, ademas del TCR, jueguen un papel importante. Muchos
son los receptores que han sido descritos como moléculas co-estimuladoras (77, 78), entre ellos
estan los receptores tipo Toll (TLRs) (79, 80).

Importancia de los TLRs en linfocitos T CD4".

Los receptores tipo Toll (TLRs) son receptores membranales de reconocimiento de patrones
moleculares de patogenos y de dafio celular (PAMPs y DAMPSs, respectivamente). Existen 13
TLRs en total, de los cuales 10 han sido identificados en humano (TLR 1 a 10) (81-83).

La expresion y funcion de los TLRs ha sido principalmente descrita en células de la inmunidad
innata, como monocitos, células dendriticas y eosinéfilos, sobre todo en ratén. Sin embargo, las
células de humano también expresan y responden a los TLRs. Los ARNs mensajeros del TLR1 al
10 han sido reportados en diversos tipos celulares, incluyendo a los linfocitos T CD4* (80, 84).

Aln mas, la presencia de la proteina de algunos TLRs también ha sido reportada (80).
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No solo se ha reportado que los linfocitos T expresan los RNAs mensajeros de la mayoria de los
TLRs, ademas, se ha caracterizado un papel como receptores co-estimuladores para el TLR2, el
TLR5 y el heterodimero TLR7/8 (6, 80, 83-85).

En linfocitos T CD4", el TLR5 al reconocer a su ligando (flagelina), funciona como receptor co-
estimulador, promoviendo la proliferacion y la produccion de IFN-y (84). Ademas, un pre-
tratamiento con flagelina induce la posterior respuesta a las sefiales del TCR (86). En conjunto,
esto nos permite plantear que tal vez la sefializacion del TLR5, o su efecto, podria hacer sinergia

con la sefializacion del TCR para inducir la activacion de estas células.
Sefalizacion por el TLR5.

La caracterizacion de la via de sefializacion mediada por el TLR5 se ha hecho en células epiteliales
y en células de la inmunidad innata, como células dendriticas. En este tipo de células se sabe que
al reconocer a su ligando, el TLR5 activa la via de sefializacion dependiente de MyD88 (Myeloid
differentiation primary response 88) para activar a TAK1 (TGFp-activated kinase 1), también
Ilamada MAP3K7 (Mitogen-activated protein kinase kinase kinase 7), aunque también se ha
reportado que puede mediar la activacion de la via dependiente de TRIF (TIR-domain-containing
adapter-inducing interferon-f ) (87).

TAK1 es una cinasa que se encarga de activar a las vias de las MAP cinasas y a | kappa Cinasa
(IKK) ap, que llevan a la activacion de los factores transcripcionales AP-1 y NF-kB,
respectivamente (88, 89). Ademas se ha reportado que el TLR5 puede activar la via de sefializacion

de PI3K, la cual promueve la activacién del factor transcripcional CREB (90, 91).
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Figura 4. Sefializacion mediada por el TLR5. Mapa molecular (http://www.genome.jp/kegg-
bin/show_pathway?hsa04620) de la sefializacion por los TLRs. Al reconocer su ligando
(flagelina), el TLR5 forma homodimeros, recluta a MyD88 y a las cinasas IRAK4 e IRAK1.
Estas dos cinasas son activadas e interaccionan con TRAFG el cual se activa y ubiquitina a las
proteinas TAB y a NEMO. Este evento es importante para la activacién de TAK1, el cual
fosforila y activa a IKK, el cual a su vez fosforila a IkB y la marca para su posterior
ubiquitinacion y degradacion, permitiendo la activacion de NF-kB. TAK1 también es

responsable de activar la via de las MAP cinasas, e inducir la activacion de AP-1.

La funcion de los TLRs estd bien descrita en una gran variedad de tipos celulares, como los
macrofagos y las células dendriticas, pero poco se sabe de su funcién en los linfocitos T. En estas
células, los TLRs representan un campo poco explorado de vias de activacion directa. Se sabe que
en estas células, los TLRs pueden funcionar como receptores co-estimuladores durante su
activacion a través del TCR, pero ademas algunos pueden funcionar de manera independiente del
TCR (80, 86).

Ya que las vias de los TLRs llevan a la activacion de AP-1, NF-xB y CREB, los TLRs constituyen
una fuente alternativa a la del TCR para la activacion de estos factores transcripcionales en
linfocitos T CD4". Es probable que los TLRs promuevan la activacién robusta de NF-xB, AP-1y
CREB y promuevan la activacion y la produccion de citocinas.
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Durante la activacion de los linfocitos T, se disparan una serie de intrincadas vias de sefializacion
a consecuencia de la estimulacion mediante el TCR y los receptores co-estimuladores. Para
entender un proceso tan complejo como la activacion de los linfocitos T, es preciso estudiar las
vias de sefializacion de los receptores que participan en este proceso, asi como la regulacion
cruzada que existe entre ellas. Para eso es necesario emplear herramientas para la descripcion
detallada de la red, y que permitan, ademas, explorar las propiedades dinamicas que surgen de su
estructura y de las interacciones entre las distintas vias. En este sentido, los modelos
computacionales han probado ser una herramienta importante (27, 92, 93). Especificamente, los
modelos I6gicos han mostrado ser muy utiles para este tipo de tarea debido a que no requieren de
valores de parametros, frecuentemente desconocidos, para el analisis dinamico del sistema (94,

95). Tal es el caso del modelo de la sefializacion por el TCR publicado en el 2007 (27)
Regulacion epigenética de la expresion génica

La regulacién de la expresion genética es un proceso relevante que modula la funcién y la
especificacion celular. Cuando se estudian las diferencias funcionales entre tipos celulares, es
posible mapear eventos de indole epigenétia y transcriptomica que estan regulando las funciones
celulares. Por ejemplo, algunos enhancers y promotores suelen abrirse o cerrarse ante estimulos

especificos y controlar la expresion de sus genes blanco, regulando asi la funcién celular (96-98).

Para que un gen se exprese, es necesario que la RNA polimerasa sea reclutada a la region
promotora y, con ayuda de co-factores y enhancers, promueva la transcripcién, para lo cual, se
requiere que la cromatina esté accesible. La accesibilidad de la cromatina es afectada por las
modificaciones postraduccionales en las colas de histonas y la metilacion del ADN (regulacion
epigenética). En los ultimos afios, se ha avanzado significativamente en la definicion de un cédigo

de modificaciones en histonas y como estas modificaciones regulan la expresion génica (99-103).

Las modificaciones en las colas de histonas también funcionan como marcas y algunas de las mas
relevantes son la H3K4me3, H3K4mel, H3K27ac, H3K27me3 y H3K36me3. La H3K4me3 marca
preferentemente zonas promotoras, mientras que la H3K4mel marca regiones de enhancers. La
H3K27ac co-habita con cualquiera de las dos modificaciones anteriores y marca la apertura de la
cromatina; por lo tanto, una un promotor activo tiene tanto H3K4me3 como H3K27ac, mientras
gue un enhancer activo tiene H3K4mel y H3K27ac. La H3K36me3 marca regiones
transcripcionalmente activas. Por su parte, la H3K27me3 es una modificacion que marca el cierre

de la cromatina. La accesibilidad de las regiones regulatorias a la RNA polimerasa y a co-factores
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también es regulada por el nivel de metilacion del ADN, siendo la hipermetilacion una marca de

cierre y la hipometilacién una marca de apertura (104-106).
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Figure 5. Modificaciones epigenéticas. Las colas de histonas modificadas reclutan proteinas,
las cuales, a su vez, reclutan mas complejos proteicos para regular la accesibilidad de la
cromatina a la RNA Polimerasa y otros co-factores que regulan la expresion de genes blanco.
Tomada de Bannister et al. 2011. (107).

Modelado de redes bioldgicas.
Tipos de modelos

Los modelos matematicos y computacionales son herramientas Utiles para el estudio de procesos
dinamicos, tales como los procesos bioldgicos. Dichos procesos, ricos en componentes
interactuantes y parametros que regulan su funcién, son un reto para el modelador. Sin embargo,
existen varios formalismos ampliamente recurridos para el abordaje de los mismos. Entre los
formalismos mas utilizados para el modelado de procesos bioldgicos se encuentran las ecuaciones
diferenciales ordinarias y parciales, los formalismos l6gicos discretos y de l6gica difusa, entre
otros. Difieren entre ellos por el nivel de fidelidad de la representacion del proceso que describen,
la complejidad de su analisis y el nivel de aproximacién a la realidad que tienen sus resultados
(108-110). La figura 6 compara distintos formalismos de modelado implementados en distinto

software y el nivel de resolucion de sus resultados.
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Figura 6. Tipos de modelado implementados en distintos softwares. Esta figura muestra una
comparacion de la resolucién de los estados y el comportamiento temporal de un sistema

logrado por distintos softwares. Tomada de (109).
Formalismo ldgico

El formalismo l6gico discreto es una herramienta de modelado bien adaptada para el estudio de
redes regulatorias bioldgicas, donde la informacion que se tiene respecto de estos sistemas es

principalmente cualitativa (92, 111, 112).

Este formalismo permite la definicién de una gréfica regulatoria (RG) a partir de una red de
regulacion, la cual puede ser una via de sefializacion, una red de la regulacion de la expresion de
ciertos genes, una via metabolica, entre otras. Para generar los modelos, se asignan variables a los
componentes de la red y reglas l6gicas que describen la evolucion del sistema (Modelo l6gico). A
partir de la definicion de 1 o més estados iniciales, se pueden hacer simulaciones para investigar
la evolucion del sistema. Tal proceso es representado por una grafica de estados de transicion
(STG) (112, 113).

Graéfica regulatoria
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Como primer paso para el planteamiento de un modelo l6gico, se puede crear una grafica
regulatoria, como la mostrada en la figura 7a, que describa la red regulatoria a modelar. Esta
grafica es creada a partir de la informacion publicada en la literatura o de alguna otra fuente de
conocimiento. Dependiendo del sistema de estudio, la construccion de esta grafica puede tomar
mucho tiempo (111). Una grafica regulatoria es un modelo en si, dado que es una abstraccion de
la realidad, y algunos analisis pueden ser realizados usando teoria de graficas para abordar el

proceso bajo estudio (114).

Una grafica regulatoria esta compuesta por nodos y arcos (ver figura 7a). Los nodos representan
los componentes de la red (proteinas, genes, metabolitos, complejos proteicos, etc), mientras que
los arcos, que son las flechas que conectan a los nodos, representan las interacciones que ocurren
entre los distintos componentes. Los arcos pueden ser desde una simple asociacion fisica, una
activaciéon (modificacion post-traduccional, activacion de la transcripcion, etc.) o una inhibicion
(degradacién, modificacion post-traduccional, inhibicion de la transcripcion, etc). Los arcos
pueden tener direccion y signo, lo que dependeré del conocimiento que se tenga sobre cada una de
las interacciones entre los componentes del sistema (111).

Modelo ldgico

Una vez descrita la gréafica regulatoria se asigna una variable l6gica a cada nodo. Las variables
pueden ser booleanas (si solo aceptan los valores 0 y 1) o multivaluadas (si aceptan otros valores
ademas de los anteriormente mencionados). Con base en las interacciones entre los componentes
de la red, se asignan reglas légicas que definen el grado de presencia/actividad del componente
(111). El conjunto de variables, las reglas I6gicas que determinan la actividad del componente y
los umbrales para la activacion de cada nodo, constituyen el modelo 16gico, el cual puede ser usado
aun sin una representacion gréafica (27). Sin embargo, el estudio de la red regulatoria y el modelo

I6gico son complementarios.

El planteamiento de las reglas ldgicas que definen el estado de un nodo es un paso critico, puesto
que tales reglas son las que determinan el comportamiento dinamico del modelo. Es por eso que
las reglas logicas deben describir adecuadamente los conocimientos que se tienen acerca de la red

regulatoria bajo estudio.

Grafica de estados de transicion
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A partir de una grafica RG, su modelo l6gico asociado y uno o mas estados iniciales, es posible
evaluar la evolucion del sistema y representarlo como una grafica de estados de transicion (STG).
Esta gréafica consiste en nodos, vectores que contienen los estados de cada componente del sistema,
y arcos que conectan los nodos, que representan las transiciones entre los diferentes estados (113).

En una STG es posible identificar los atractores, que corresponden a los nodos que solo tienen
entradas (arcos entrantes) y no salidas (arcos salientes). Estos pueden ser estados estables (estados
sin sucesores) o componentes ciclicos (que denotan comportamiento oscilatorio) (111, 113). Sobre
la grafica STG se pueden realizar una serie de estudios que permiten conocer mas acerca del

sistema.
Modelado en Ginsim

Debido al gran tamafio de las redes que nos propusimos estudiar (de mas de 100 nodos) y a la
carencia de valores para los parametros enzimaticos, optamos por el formalismo l6gico discreto,
gue aun nos permite la definicion del modelo de manera mecanistica y realizar un analisis dinamico

del modelo.

El software “Gene Interaction Network simulation suite” (GINsim), desarrollado en Java, nos
permite la definicion y el anélisis de una grafica regulatoria grande y el modelo l6gico que se
genera a partir de ella. GINsim provee una plataforma amigable al usuario para modelado l6gico,
usando el formalismo propuesto por R. Thomas (111). Ademas, cuenta con un conjunto de
herramientas, como la de reduccion de modelos y la definicion de mutantes, que nos permitirian
hacer un analisis dindmico de redes grandes bajo distintas condiciones. La reduccion del modelo
consiste en esconder los nodos intermedios, que no participan en la dinamica del sistema,
asignando sus reguladores a los nodos que son blanco de estos y ajustando el modelo en
concordancia con esto. Aun mas, GINsim permite exportar la gréafica y/o el modelo a varios
formatos y formalismos, para su posterior andlisis con herramientas hechas para diferentes

propdsitos, tales como Cytoscape, MaBoSS, NuSMV, etc.

GINsim consta de 3 componentes principales: Una interface de usuario, un core de simulacion

(construccion de STG) y herramientas para el analisis de graficas (111).
Definicion del modelo 16gico

GINsim tiene herramientas basicas de dibujo para la creacion de una gréafica regulatoria. Los

modelos creados en GINsim se guardan con el formato GINML (formato XML). Ademas, es
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posible exportar la gréafica en una variedad de formatos (PNG, SVG, Graphviz, Biolayout, xgmml

(cytoscape)), lo que permite realizar analisis complementarios con otro tipo de software.

A cada nodo de la gréfica se le atribuye: un rango de actividad (la variable asociada puede tomar
solo valores discretos pertenecientes a este rango) y parametros l6gicos (que describen el nivel de
actividad del nodo dependiendo de sus interacciones). De esta manera, al definir las interacciones
entre los componentes, los rangos de actividad y los valores objetivo para cada nodo, se esta

definiendo el modelo I6gico (111).

La figura 7a muestra la grafica regulatoria muy reducida del modelo de la diferenciacion Th1/Th2

propuesto por Mendoza (2006) pero implementado en GINsim.

b Nam: &W%E‘EE’%
a’ﬂﬂ@H @ "
R ==ml T
QR IL4R 1R
d I d Tl V9 >
g LI i} —
e R —

Figura 7. Andlisis dinamico de un modelo l6gico de la diferenciacion Thl vs Th2. El panel a)
muestra la gréafica regulatoria del modelo de la diferenciacion Thl vs Th2 publicado por
Mendoza et al. (2006) como se implement6 en GINsim. El panel b) muestra los 4 atractores
del modelo cuando no se especifican condiciones iniciales, los atractores son: No
diferenciacion, Th2, Thl (1) y Thl (2). El panel c) muestra la HTG del modelo cuando se
especifica el estado inicial pro-Thl (IL-12 en el medio), en rojo se muestran los nodos

correspondientes a los 2 atractores obtenidos bajo estas condiciones.
Simulaciones

Una vez definida la gréfica regulatoria y asignado el modelo l6gico, GINsim puede evaluar el
comportamiento del sistema y plasmarlo en una grafica STG. En esta grafica los nodos representan
los estados (un valor es asignado para cada componente) y los arcos representan las transiciones

entre estados.

19



Para realizar simulaciones es necesario:

e La definicién de uno o un grupo de estados iniciales (opcional). La especificacion de

estados iniciales reduce el computo requerido para la simulacion.

e La seleccion de un tipo de actualizacion (updating): Sincrono (todas las variables se
actualizan al mismo tiempo), asincrono (actualizacion de variables uno a uno) o mixto

(definicion de clases de prioridad).

e Ladefinicion de perturbaciones (opcional), tales como knock outs, knock ins, etc. Util para
estudiar el papel de las inhibiciones, o activaciones constitutivas, especificas de nodos

particulares en la dinamica del sistema.

En ocasiones, la visualizacion de la grafica STG no es soportada por GINsim, puesto que el tamafio
crece exponencialmente con el nimero de componentes. En este sentido, GINsim permite el

célculo de los estados estables sin necesidad de calcular la STG (111, 113).

Cuando el nimero de nodos de la grafica regulatoria es muy grande, y por consiguiente se dificulta
el calculo y la visualizacion de la STG, GINsim tiene una serie de herramientas que permiten
superar estas dificultades, una de ellas es la generacion de la grafica gerarquica de transicion
(HTG).

La figura 7b muestra todos los estados estables del modelo de Mendoza et al (2006) y la figura 7c
muestra la grafica HTG obtenida cuando se especifica como condicidn inicial condiciones de

estimulacién pro-Thl. EI modelo fue descargado de la pagina www.ginsim.org y este fue

importado en Ginsim para poder hacer las simulaciones, para lo cual se eligié el modo asincrono

de actualizacion.
Reduccién del modelo

A partir de un modelo detallado, es posible generar un modelo reducido mediante la eliminacién
de componentes intermedios, este modelo reducido debera ser dindmicamente consistente con el
modelo original. Si se elimina el componente G, se deben re-asignar todos los blancos del
componente G como blancos de los reguladores de G. GINsim implementa un algoritmo que
permite hacer esta re-asignacion automaticamente (115).
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Se siguen reglas especificas para la eliminacion de componentes. Por ejemplo, componentes auto-
regulados no son blancos para reduccion, puesto que esto podria afectar el comportamiento
dinamico del sistema. En este método de reduccion, se asegura la preservacion de una serie de
propiedades dindmicas del modelo original. En particular, los estados estables y otros atractores

complejos se conservan, pero podria ocurrir que surjan nuevos atractores ciclicos (113, 115).
Prioridad de clases

Otra estrategia para facilitar el computo de la STG consiste en asignar distintas clases de
componentes con distinta jerarquia de prioridad (mixto). De esta forma, GINsim empezara
haciendo la actualizacion de los componentes con mayor prioridad y en seguida el de los de menor
prioridad (113). De esta forma, se acelera el computo considerablemente.

La creacion y el estudio de modelos l6gicos de redes regulatorias (tanto de sefializacién como
genéticas) ha mostrado ser una herramienta muy Util para la exploracion de las propiedades de

tanto redes biol6gicas, como para la prediccidn del efecto de ciertas perturbaciones (27).

ANTECEDENTES
A la fecha, se ha reportado la expresion de los TLRs en la mayoria de los tipos celulares, entre

ellos los linfocitos T (84, 116). Aungue su funcién en estas células no esta bien caracterizada.

En nuestro laboratorio hemos encontrado que de los TLRs expresados en Linfocitos T, el TLR5
parece expresarse mas que el resto, tanto en células de neonato como de adulto (Tesis de
licenciatura de Otoniel Rodriguez Jorge) y que su activacion mediada por la flagelina induce la
activacion de NF-kB en estas células (Tesis de Maestria de Otoniel Rodriguez Jorge). Ademas, se
ha reportado que el TLR5 es una molécula co-estimulatoria para la activacion de los linfocitos T
CD4*, promoviendo la proliferacion y la produccion de citocinas (84). Por lo tanto, el TLR5 es un
candidato interesante para promover una mejor respuesta de los linfocitos T CD4" neonatales

mediante una estimulacion directa.

En los ultimos afios se ha propuesto el uso de la flagelina (ligando de TLR5) como adyuvante para
vacunas, ya que sus sefiales pueden promover una respuesta pro-inflamatoria de las APCs y
mejorar su capacidad como células presentadoras de antigeno, lo que podria mejorar la respuesta

contra patégenos (117-119). Incluso, hay vacunas en pruebas preclinicas que usan a la flagelina

21



como adyuvante (117, 120, 121). Sin embargo, las APCs de los neonatos no se activan
eficientemente por los ligandos de los TLRs, en términos de produccion de citocinas y capacidad

de presentacion de antigenos (20, 122).

En linfocitos T CD4" de adultos, se ha reportado que la flagelina induce la proliferacion y la
produccion de citocinas como IFNy cuando se usa como co-estimulo. En este mismo estudio, se
reporto que el efecto es mayor en células de memoria que en células activadas y virgenes (84). Por
otra parte, en linfocitos T CD8" neonatales, se ha reportado que el co-estimulo de flagelina induce
su proliferacion y la produccion de IFNy (6). Mientras que mas recientemente, se ha reportado que
el pretratamiento de linfocitos T CD4 de adulto con flagelina promueve su posterior respuesta al

estimulo por el TCR, en términos de la produccion de citocinas como IFNy (86).

Un estudio reciente muestra que los linfocitos T CD4" neonatales presentan una baja activacion
de AP-1y un elevado flujo de calcio (relacionado con la activacion de NFAT) (123). Sin embargo,
no se ha evaluado esto cuando se adiciona la sefial del TLR5, la cual podria favorecer la activacion
de AP-1y reestablecer el balance de los factores transcripcionales en las células neonatales. Un
estudio report6 que el TLR5 es una sefial co-estimulatoria importante para la produccién de IL-8
por los linfocitos T CD4 neonatales, pero no fueron mas alla en la descripcién del mecanismo ni

la caracterizacion de la respuesta (124).

En nuestro laboratorio ya se caracteriz6 la respuesta de los linfocitos T CD4* de neonato y de
adulto ante los estimulos del TCR, la flagelina y las sefiales conjuntas, en términos de la expresion
de citocinas y la proliferacion. Se encontrd que las sefiales del TLR5 permiten la activacién de las
células de neonato y de adulto, favoreciendo la produccion de IFNy (tesis de doctorado de Rosario
Labastida Conde).

La comprension de la regulacion del balance de AP-1, NFAT, NF-xB y CREB durante la
activacion de los linfocitos T CD4" y su importancia en el establecimiento de la respuesta celular,
se puede abordar desde un enfoque de la biologia de sistemas. Para ello, es necesario emplear
herramientas computacionales que nos brinden un primer acercamiento al problema, como la
construccién de un modelo I6gico (cualitativo) de la red regulatoria. Un modelo validado seria de
utilidad para el estudio de la regulacion del balance de NFAT, AP-1, NF-xB y CREB en células T

CDA4" de adultos humanos, que servira de base para la comparacién con las células neonatales.
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Ya se han estudiado algunos aspectos de la activacion y diferenciacion de los linfocitos T CD4" a
través del empleo de modelos matematicos, pero la respuesta de estas células de neonato a las

sefiales del TLR5 usando modelos computacionales no se ha hecho. A continuacion, se muestra

una tabla que resume los modelos publicados sobre la activacion de los linfocitos T CD4".

TABLE 1| Selected logical modals of T cedl signal transduction and gene regulation.

Publication Charactaristics |nb components) Dynamics Availability
Menooza, 2008 Wultieve model; CO4 4+ T oal dfferentision. Stebie state anatysls, parurbation GhIm
regquiatony network (17) anahysls, crcut anatysts
Saer-Andriguer et al, 20 Enolean modsl; T cell receptor signal Stehie stafe anatysls, nput end Call Colactive
franeEcuction network (4) perturbation analysts
J"Ii'g et al, 2008; Sesdaipour Boolean model; T cell sundval ;g‘l!] ."é-'rTﬂ'II'EIFIIlJE LFH:IE'lE. FEﬂLrDa'“IH' EikEm
gbal, 2011 franeduction network JE0) anglysis, maoal reduction, etractor Cail Collactve
Identtication
Naidl &t 6., 2010 waultieval model; CO4 4+ T osl Oferentision. AsyTchimnous Uposts, moded reduction, Gham
requiatony natwork [E5) circult Bnalyss, Th cal piasticity
MAartinez-Soea and Mendoza Boolean model; G044 Bnd CDE4- T cels Synchronous update, atractor anehyss, Call Colactve
2013 reguiatony neteork (0] perturbation analysts
Wigkoy-Tivanov ot &, 2013 WMultieval model; TCR signaiing pathways [38)  Aandoim Esynchionous updats, Call Colactive
Infrocuction af deisys, duration of Input
stimull modeied a3 & numier of updating
rounds
Connoy et al, 2014 Enolean model; TOR ard Integrin signaling Synchronous update, stochastic Inputs, Cell Collactive
network and T cell diferendation I'El]Ll-a.ll:IﬁI FﬁElTLI'DSIEI'I afecls on dowWnsieam
network {185 COMmpanents
Cryeyemi et al, 2016 Boolean modsl; HIV-T cal teraction Stehie stafe anatysls, patuetion enayss  Cell Colacive
network {137]
Abou-Jeouc gt al, 2015 Wultieval model; CO4 4+ T osl dferentision. Asymichronous Upcste, maodel reduction, GhIm
requiatony network [101) stabie stafe analysis, Mmool checking. Th
cal piasticiy
Meartinez-Sencher of @i, 2016 Boolean modsl; 044 T oell dferentision Moo reduction, atTector anayss, Call Colactve

requitory natwork [B5)

perturbation analyeks, Th cell plasticity

Biokodals 08 [non-curabad branch)

Tabla 1. Modelos matematicos que estudian la funcion de los linfocitos T CD4. Tomado de
Abou-Jaoudé, et al. (112).

Un ejemplo de cémo el modelado computacional de la activacion de linfocitos T CD4 aporta

informacidn relevante acerca del funcionamiento del proceso es el articulo publicado por Séaez-

Rodriguez, et al en el 2007 (27). Ellos generan un modelo légico de la red de sefializacién

inducida por las sefiales del TCR, CD28 y CD4 y son capaces de recapitular el comportamiento

global de la red, y posteriormente, predicen algunos eventos de sefializacion inesperados que

luego validan experimentalmente.

23



HIPOTESIS
Un modelo dindmico, enriquecido con datos de transcriptoma y epigenéticos, de la sefializacion a

través del TCR y del TLR5, nos permitird encontrar los nodos desregulados en los linfocitos T

CD4" neonatales y encontrar vias alternas funcionales, que permiten su activacion equilibrada.

OBJETIVOS
General:

Analizar el transcriptoma y el mapa epigenético de linfocitos T CD4" de neonatos y adultos
humanos y la sefializacion a través del TCR y el TLRS5, con el fin de generar un modelo dinamico
predictivo de los posibles nodos afectados en las células neonatales.

Especificos:

1. Caracterizar globalmente las vias que regulan la funcion de los linfocitos T CD4*
neonatales a partir del estudio de los genes diferencialmente expresados en linfocitos T
CD4" virgenes de neonatos y adultos humanos, asi como las marcas epigenéticas que

regulan su expresion.

2. Crear modelos légicos de las redes de sefializacion del TCR y el TLR5 que regulan la
activacion del linfocito T CD4" y validar la expresion de todos los componentes de los

modelos usando los datos epigenéticos y de transcriptoma.

3. Crear un modelo fusionado de las vias del TCR, CD28 y el TLR5 en linfocitos T CD4" de

humano.

4. Evaluar experimentalmente la activacion de NF-xB, AP-1 y CREB cuando se estimulan
mediante el TCR, TLR5, TCR + CD28, o TCR + TLR5, linfocitos T CD4" de adultos.

5. Adaptar los modelos con los datos experimentales y usarlos para hacer predicciones acerca

del funcionamiento de las vias de sefializacion en linfocitos T CD4" neonatales.

METODOLOGIA
Modelado de las vias de sefializacion.

La generacion de los modelos l6gicos se realizo usando el software GINsim, por lo que consistio
en 3 pasos principales: la generacion de la red de regulacion, la definicion del modelo 16gico, y la
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definicion de escenarios (condiciones iniciales, reducciones y mutantes). La generacion de la
gréafica de regulacion implica la descripcion detallada de las vias de sefializacion en la forma de
una red (grafica) de sefializacion. Esta es un modelo grafico estatico, que debe ser cuidadosamente
anotado de acuerdo a las fuentes de interacciones (bases de datos, literatura, etc.), y que sirve como
andamio para la generacion de un modelo dindmico. La estrategia de modelado dinamico que se
implementa en GINsim es el modelado l6gico discreto, en su variante multinivel (111). A cada
nodo de la red se le asigno6 una regla l6gica que determina su nivel de activacion, asi mismo, se
asigno un rango de activacion, ambas cosas conforman el modelo l6gico. Las simulaciones con el
modelo l6gico se realizaron mediante un esquema de actualizacion (updating) asincrono y/o
usando clases de prioridad, debido al tamafio y la conectividad entre los nodos.
Independientemente, los modelos fueron reducidos (algoritmo implementado en GINsim) y se
genero la gréfica jerarquica de transicion (HTG). Para simular el efecto de nodos especificos sobre

la dindmica del sistema se simularon Knock outs de los componentes.

Analisis bioinformético de datos obtenidos mediante ChlP-seq.

Los datos de ChlIP-seq se obtuvieron del consorcio Blueprint (http://www.blueprint-

epigenome.eu/), que tiene datos de linfocitos T CD4 de adultos y neonatos humanos. Este
consorcio es un esfuerzo de la comunidad cientifica para caracterizar el epigenoma y transcriptoma
de células humanas. Se obtuvieron los archivos BED correspondientes a los picos de 6 marcas de
chromatina: H3K4mel, H3K4me3, H3K27ac, H3K27me3, H3K9me3 y H3K36me3, de linfocitos
T CD4" de adultos y neonatos humanos (3 neonatos y 5 adultos). Estos datos se usaron para generar
modelos de Markov de los estados de la cromatina wusando ChromHMM
(http://compbio.mit.edu/ChromHMMY/) (125). ChromHMM es un programa de linea de comandos,

desarrollado en Java, que permite entrenar un modelo de Markov a partir de distintas marcas de
cromatina y genera los segmentos del genoma correspondientes a cada estado (combinacion de
marcas). Usamos R para obtener los segmentos correspondientes a los estados que identifican a
promotores y enhancers activos y los usamos para obtener las listas de genes asociados a estas

regiones regulatorias.

Tanto los analisis epigenéticos como los datos de transcriptoma sirvieron para validar los modelos
I6gicos. Especificamente, para verificar que los nodos incluidos en los modelos efectivamente

estén siendo expresados en estas células.

Analisis de datos obtenidos mediante RNA-seq
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Se usaron los archivos gff reportados por el consorcio Blueprint, se obtuvieron los conteos de reads
(fragmentos secuenciados) y a partir de ellos se realizo el anélisis de expresion diferencial con las

paqueterias DESeq2 (https://bioconductor.org/packages/release/bioc/html/DESeqg2.html) y EdgeR

(http://bioconductor.org/packages/release/bioc/html/edgeR.html) en R.

Purificacion y cultivo celular

La purificacion se realizd en varios pasos secuenciales. Primero se obtuvieron las células
mononucleares de sangre periférica (PBMCs y CBMCs) a partir de concentrados leucocitarios y
de sangre de corddn umbilical, mediante centrifugacion con gradiente de Ficoll. Las células
mononucleares fueron puestas en medio en cajas de cultivo durante toda la noche, para
deshacernos de las células adherentes. Posteriormente, las células fueron recuperadas y se realizé
una incubacion de 40 min con 1 ml de eritrocitos de la misma muestra, guardados un dia anterior,
y cocktail RosetteSep (StemCell Technologies) para enriquecimiento de células T CD4*, en
seguida se realiz6 una centrifugacién con gradiente de Ficoll y se recuperaron los linfocitos T
CD4". Posteriormente, se eliminaron las células de memoria, o las impurezas en el caso de las
muestras de neonato, mediante una incubacion con anticuerpos acoplados a perlas magnéticas
(Pierce) y con ayuda de un Rack magnético (StemCell Technologies). Para la eliminacion de
células de memoria se usaron anticuerpos contra CD45R0O y CD44, mientras que para mejorar la
pureza de las células de neonato se usaron anticuerpos para CD11b y B220.

Tincién intra y extracelular

La tincidn intra y extracelular se realiz6 incubando las células con anticuerpos especificos durante
30 min a 4°C. La tincidn intracelular requiere dos pasos previos: Fijacion con formaldehido al
1.5% y permeabilizacion con MeOH absoluto frio. Tras la incubacion se hacen dos lavados con
solucién de facs (PBS + SFB 2%), y se fijan las células con formaldehido 1%.

Citometria de flujo

Se empleo citometria de flujo para evaluar la expresion de proteinas extra e intracelulares. Las
proteinas que se evaluaron: p65 (rabbit polyclonal; Santa Cruz Technologies), CREB (Rabbit
monoclonal, Cell Signalling Technologies) y cJun (rabbit monoclonal, Genetex), y la fosforilacion
de IKKa/p (rabbit monoclonal, Thermo Fisher), cJun (rabbit monoclonal, GeneTex), CREB

(Rabbit monoclonal, Cell Signalling Technologies) y p65 (Miltenyi Biotec). Ademas, se evaluo la
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presencia de marcadores de células T CD4" virgenes (CD3, CD4, CD45R0O y CD45RA, CCR7 y
CD62L).

RESULTADOS
Generacion y validacion de un modelo de la sefializacion por medio del TCR.

Al reconocer a su antigeno por medio del TCR, se desencadena una red intrincada de eventos de
sefializacion intracelular en los linfocitos T. Para facilitar su estudio, se pueden distinguir en dicha
via 5 grupos de eventos importantes: (1) La sefalizacién temprana, (2) la formacion del
sefialosoma (signalosome) de LAT o moléculas alternativas, (3) la via de PKC9, (4) las vias de las
MAP cinasas, y (5) la via dependiente de Calcio. Para una revision a detalle de las vias de
sefializacion que dirigen la activacion del linfocito T, ver el capitulo “Recent insights in T cell
activation and diferentiation” que publicamos en el libro “Recent trends in Immunology” (Anexo
1). El estudio de la sefializacion mediada por el TCR es un reto, y para abordarlo decidimos generar
un modelo ldgico que describiera los eventos mas importantes y que al mismo tiempo nos
permitiera un andlisis de la dinamica del proceso. Por tal motivo, tomamos un modelo previamente
publicado (2007) por Julio Saez-Rodriguez y lo actualizamos ampliamente a la literatura mas
reciente. Para la generacion y anotacion (y posteriormente, el analisis) de tal red usamos el
software GINsim (http://www.ginsim.org/). Para actualizar este modelo revisamos la informacion
contenida en las bases de datos de REACTOME (http://www.reactome.org/; R-HSA-202403.4) y
KEGG (http://www.genome.jp/kega/; map04660) relativa a esta via hasta Septiembre del 2016.

Asi mismo, revisamos la informacion publicada en revistas cientificas especializadas a la misma
fecha. En general, las bases de datos no contienen la informacion mas reciente, y fue requerida la
curacion manual de la informacidn. En la medida de lo posible, se utilizé informacion concerniente
a linfocitos T CD4" de humano. Sin embargo, en muchos casos se tomé en cuenta informacion
reportada para otros tipos celulares relacionados, como lo son los linfocitos T CD8 de humano,
algunas lineas celulares como la Jurkat, y linfocitos T CD4" de raton. Difha informacion esta
plasmada en la anotacion correspondiente del modelo. Consideramos que, siempre que las

proteinas que participan en un evento de sefializacion en un tipo celular diferente a los linfocitos
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T CD4", también estén expresadas en estos Gltimos, podemos proponer que dicho evento de
sefializacion puede tener lugar en los linfocitos T CD4". Esto es mas probable si existe una relacion
cercana, respecto a la especie y el linaje celular, entre los tipos celulares en consideracion y los
linfocitos T CD4" de humano, tal es el caso de las células antes mencionadas. La literatura utilizada
para la construccion del modelo estd citada en el mismo modelo, que ademas tiene las ligas
(hyperlinks) correspondientes a las entradas de Pubmed y a HUGO. Posteriormente, la expresion
de todos los componentes del modelo en linfocitos T CD4* de humano fue verificada con los datos
publicados por el consorcio BLUEPRINT  (http://www.blueprint-epigenome.eu/).
Especificamente, para considerar que un gen esta expresado en linfocitos T CD4* de humanos, se
verificd que este tuviera un valor de al menos 1 RPKM (reads per kilobase per million) en los
datos de RNA-seq, y que tuviera marcas epigenéticas de promotor activo, enhancer activo, o de
transcripcion activa traslapando la regién génica (Seccion 3 de los resultados). EI modelo
resultante describe a detalle la via de sefializacion del Receptor de Células T (TCR) en linfocitos
T CD4" de humano (Figura 8). Dicho modelo consiste en: 110 componentes (nodos) y 229
interacciones (arcos) que los conectan. De los 110 nodos, 2 son entradas (TCR y CD28) y 6 son
salidas del modelo; los cuales son 6 fenotipos (Anergia, Citocinas pro-inflamatorias, citocinas anti-
inflamatorias, progresion del ciclo celular, supervivencia y remodelacion del citoesqueleto).
Ademas, incluimos a 6 factores transcripcionales importantes (NF-xB, AP-1, NFAT, SRF, CREB
y B-catenina). La tabla 2 muestra como se asignaron las reglas de los nodos fenotipicos, de acuerdo
a su capacidad de ser promovidos por los factores transcripcionales antes mencionados. En la
figura 8 se aprecian las entradas en verde, los factores transcripcionales en amarillo y los fenotipos
en gris. Los arcos verdes y rojos que conectan a los distintos componentes representan las
influencias sobre la activacion de estos componentes, donde la activacion es representada por un

arco verde y la inhibicién por un arco rojo.

Para asignar el modelo l6gico a la red de regulacidn, se especificaron los parametros l6gicos y los
umbrales de activacion que regulan la activacion de cada nodo en GINsim. Para los detalles del
formalismo logico usado en GINsim, vea el capitulo introductorio de modelado l6gico y los

materiales y métodos.

Validamos y afinamos el modelo l6gico de 2 formas: Primero, verificamos que el comportamiento
correspondiera con los datos publicados en la literatura; es decir, que para determinada entrada se

produjera la salida esperada. Como se puede ver en la figura 9, al estimular con CD3 + CD28 se
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activan las proteinas de sefializacion (Por ejemplo: IKK y PI3K), los factores de transcripcion
(NFAT, CREB, AP-1 y NF-kB) y los nodos fenotipicos. Segundo, verificamos que cuando
realizamos perturbaciones a la red (mutaciones) se reprodujera lo reportado en la literatura para
esas perturbaciones. Especificamente, se simularon los Knock outs (KO) para PKC6 y PI3K, y se
verificd que estos reprodujeran los datos de la literatura; es decir, que cuando se muta PKCO no se
activa NF-xB ni la expresion de citocinas pro-inflamatorias y que cuando se muta PI3K no se
activa NF-kB, AP-1 ni los nodos fenotipicos, excepto Anergia. Fue necesario revisar
detalladamente el modelo para poder realizar las afinaciones correspondientes y lograr que este
reprodujera los resultados experimentales reportados. La figura 9 muestra el resumen de las

validaciones por medio de las simulaciones del modelo.

Los linfocitos T CD4" expresan otros receptores ademas del TCR, como receptores de citocinas y
receptores de moléculas co-estimulatorias, que suministran sefiales que son integradas por la célula
y que regulan su activacion y diferenciacion. Algunos de los receptores que son importantes para
la activacion del linfocito T CD4" son los TLRs. El TLR5, el TLR2 y el heterodimero TLR7/8 ya
han sido reportados como importantes receptores co-estimuladores que regulan la activacion y

funcién de los linfocitos T.
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Figura 8. Modelo de la sefializacion mediada por el Receptor de Células T (TCR). EI modelo
del TCR consta de 110 nodos y 229 arcos que los conectan. 2 entradas (nodos verdes), 6
factores transcripcionales clave (amarillo), 6 salidas correspondientes a nodos fenotipicos

(grises) y 96 componentes intermedios (nodos blancos) conforman la red.
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Figura 9. Coémputo de los estados estables del modelo del TCR. Esta figura muestra los
atractores (estados estables) que se obtienen con 3 condiciones de estimulacion: Sin
estimulo (Unstimulated), TCR, y TCR + CD28; ademas de 3 condiciones iniciales: Wild type
(WT), Kock-out (KO) de PKCO (PKC KO) y KO de PI3K (PI3K KO). En esta figura las
celdas azules representan los valores 1 (estado activo), mientras que las celdas blancas

representan valores 0 (estado inactivo).

Citocinas proinflamatorias NF-xkB(76, 126-129), NFAT(127, 129-133),
AP-1(129, 133-135)

Citocinas antiinflamatorias NFAT(136), AP-1(129, 137), CREB(129,
137-139)

Progresion del ciclo celular (proliferacion) NF-xB(140), NFAT(133, 141, 142), AP-
1(133, 143), CREB(139, 144)

Supervivencia NF-xB(145), NFAT(142, 146), AP-1(143,
147), CREB(139)
Remodelado del citoesqueleto de actina WAS(148-152), WAVE(148, 149, 151),

ARP2/3(148, 151, 152)
Tabla 2. Nodos fenotipicos y proteinas que los inducen.

Generacion y validacion de un modelo de la sefializacion mediada por el TLR5.

Los receptores tipo Toll (TLRs, por sus siglas en inglés) son receptores de reconocimiento de
patrones (PRR, por sus siglas en inglés) que reconocen patrones moleculares asociados a
patdégenos (PAMPs) y/o dafio celular (DAMPs). Hay 10 TLRs descritos en humano (TLR1-10), y
su papel en la respuesta inmune innata ha sido ampliamente estudiado durante muchos afios(153—
155). Sin embargo, su papel como moléculas co-estimulatorias en la respuesta adaptativa esta
menos descrito (6, 83). EI TLR5 reconoce al mondmero de flagelina, una proteina que forma parte
del flagelo de muchas bacterias (89, 156). El papel del TLR5 como molécula co-estimulatoria fue
demostrado por Caron et al. (2005). Ellos mostraron que la flagelina puede promover la
proliferacion y la produccion de IFNy por parte de los linfocitos T CD4" (84). La flagelina es
actualmente un prometedor coadyuvante para vacunas (121). Por lo tanto, un modelo dindmico de
la respuesta de los linfocitos T CD4" a la flagelina seria una herramienta muy (til, sobre todo si se
usa en combinacion con un modelo del TCR. Por todo lo anterior, decidimos generar un modelo

de la activacion de la via del TLR5 por la flagelina, validado para los linfocitos T CD4".
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Debido a que no habia suficiente informacién acerca del papel del TLR5 en los linfocitos T CD4*
tuvimos que tomar informacion proveniente de otros tipos celulares. Sin embargo, tal como lo
hicimos con el modelo del TCR, validamos la expresion de todos los componentes del modelo del
TLR5 en linfocitos T CD4" con la informacién del consorcio BLUEPRINT. Para validar la
expresion de cada componente, consideramos que este estaba expresado si tenia un RPKM de al
menos 1 asi marcas de promotores y/o enhancers activos o transcripcion traslapando las regiones

regulatorias o génicas.

Nuestro modelo del TLR5 consiste de 2 vias principales, la que depende de la formacion del
macro-complejo que contiene a MyD88 y/o TRIF y la dependiente de PI3K. La via del mydosoma
lleva a la activacion de TAK1, la cual se encarga de activar a las MAP cinasas y a IKK,
produciendo la activacion de AP-1y NF-kB. La via dependiente de PI3K lleva a la activacion de
CREB y AP-1. La figura 10 muestra nuestro modelo de la via del TLR5, el cual consiste en 1
entrada, el TLR5 (verde) y 3 salidas (gris), ademas incluye a 3 factores transcripcionales (amarillo)
importantes. En total, el modelo del TLR5 consta de 42 nodos y 77 arcos que los conectan. La
figura 11 muestra la validacion del modelo del TLR5 con base en las simulaciones. Esta figura es
similar a la figura 9, y muestra (parcialmente) el estado estable obtenido cuando se estimula (o no)
a las células T CD4". Dos perturbaciones son simuladas para verificar que el modelo reproduce
los datos esperados bajo condiciones de mutacién (knock-out). En la figura se observa que cuando
se muta TAK1 no es posible la activacion de los factores transcripcionales ni de los fenotipos. Asé
mismo, cuando se muta PI3K no se activan los nodos fenotipicos de citocinas pro-inflamatorias,
anti-inflamatorias, ni supervivencia. Ya que no contdbamos con informacion en la literatura
respecto a la activacion de la via de sefializacion del TLR5 en linfocitos T CD4™, decidimos validar
experimentalmente el funcionamiento de la via en condiciones wild type y estimulacion, como se

muestra en una seccion mas adelante (Validacién experimental del modelo del TLR5).
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Figura 10. Gréfica regulatoria del modelo del TLR5. EI modelo del TLR5 consta de 42
nodos, entre una entrada y 6 salidas, de las cuales 3 son factores transcripcionales y 3 son

fenotipos. 77 arcos conectan los nodos.
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Figura 11. Cémputo de los estados estables del modelo del TLR5. EI cémputo de los
atractores estables se hizo con 2 condiciones de estimulacion y 3 condiciones iniciales. Las
3 condiciones iniciales fueron: Wild type, KO de TAK1 y KO de TLR5. Al igual que en la
figura 8, las celdas azules representan los valores 1, mientras que las celdas blancas

representan valores 0.

Validacion de la expresion de los componentes de los modelos.

En la medida de lo posible, para la construccion de los modelos se considerd solo informacion
proveniente de linfocitos T CD4" humanos. Sin embargo, algunas interacciones y regulaciones
postraduccionales han sido reportadas solo para linfocitos T CD4" y/o CD8" de ratén, o para lineas
celulares. Cuando habia suficiente informacion (al menos dos reportes) para considerar relevantes
a estas interacciones y/o modificaciones, estas fueron incluidas en los modelos. Toda la literatura
que se uso para la construccion del modelo esta referida en el modelo mismo, suministrado como

material suplementario.

Como resultado, se obtuvieron modelos extensos y no exclusivamente para linfocitos T CD4 de
humano, por lo tanto, tuvimos que validar la expresion de todos los componentes de los modelos

en nuestras células. Para realizar esto, usamos los datos publicos del consorcio BLUEPRINT. El
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cual, es un esfuerzo multinacional para describir la expresion génica y la regulacion epigenémica

de diversos organismos Yy tipos celulares de humano.

Para validar la expresion de todos los componentes de los modelos, tomamos los datos de
expresion génica de BLUEPRINT vy verificamos la expresion de todos los componentes de los
modelos (RPKM >=1). Para esto, tomamos el archivo de cuantificacion de genes (.gff) reportado
por BLUEPRINT y comparamos estos datos con las listas de genes de los modelos del TCR y el
TLR5. También extrajimos las regiones promotoras (+/- 1000bp del inicio del gen) de todos los
genes, ademas de las regiones génicas, y verificamos que estas regiones tuvieran marcas de
promotores activos (H3K4me3*H3K27ac™), enhancers activos (H3K4mel*H3K27ac®), y de
transcripcion (H3K36me3). La identificacion de promotores activos, enhancers activos y
transcripcion fue realizada usando el programa ChromHMM, que genera un modelo de los estados
de la cromatina a partir de los datos de picos de las marcas de cromatina. La figura 12 muestra
como ejemplo a la proteina LCK, sus niveles de expresion y la presencia de los estados de la

cromatina caracteristicos de promotor activo, enhancer activo y transcripcion.
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Figura 12. Ejemplo de validacién de la expresion de los nodos. Esta figura muestra a LCK,
los niveles de expresion (RNA-seq) y los estados de la cromatina y su distribucion a lo largo
de la region promotora y génica. De acuerdo a esta figura, LCK se expresa en linfocitos T
CD4" de adulto (A) y de neonato (N).
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Validacion experimental del modelo del TLR5.

Caron et al (2005) reportaron la expresion del TLR5 (a nivel del mensajero) en linfocitos T CD4*
y demostraron su importancia como molécula co-estimulatoria al promover la expresion de IFN-y
y la proliferacion de linfocitos T CD4* (84). Ellos encontraron que este efecto era mas fuerte en
células de memoria que en células virgenes. Pero el mecanismo molecular por el cual el TLR5
ejercia esta funcion fue solamente sugerido. Nosotros propusimos, de acuerdo a nuestro modelo,
que el TLR5 promueve la activacion de los linfocitos T CD4" al promover la activacion de NF-
kB, AP-1y CREB, y validamos nuestro modelo a través de la evaluacion experimental de las vias
de sefializacion que inducen la activacion de estos factores transcripcionales. Para esto ultimo,
evaluamos la fosforilacion de IKKa/p y p65, asi como de cJun, en linfocitos virgenes estimulados
con flagelina, como una medida de la activacion de las vias de NF-xB y AP-1, respectivamente.
Para esto, usamos anticuerpos monoclonales dirigidos a tales epitopes, y los evaluamos mediante
citometria de flujo. Por tal motivo fue necesario purificar células virgenes, lo cual se realizé usando
el cocktail RosetteSep™ (STEMCELL) y la eliminacion de CD45RO y CD44 mediante
anticuerpos acoplados a perlas magnéticas (Pierce). Para los detalles de la purificacion, ver la
metodologia. Ademas, en nuestro laboratorio se evaluo la expresion de citocinas y la proliferacion
de linfocitos T CD4" de adultos y neonatos en respuesta a las sefiales del TCR y flagelina, y se
comparo con la respuesta inducida por las sefiales del TCR y CD28. Tanto en las células de adulto
como de neonato se encontrd una mejor respuesta a las sefiales del TCR + flagelina,

particularmente en cuanto a la expresion de IFNy (157).

La figura 13 muestra un ejemplo de la pureza de las células aisladas usando nuestro método, la
expresion del TLR5 (al nivel de la proteina) y la expresion de los marcadores CCR7 y CD62L,
que son marcadores de direccionalidad a la zona T de los nodos linfaticos, caracteristica de los
linfocitos virgenes, asi como la deplecion del CD45R0O. Como puede observarse, méas del 98% de

las células son CD3*CD4", y son positivas para CCR7 y CD62L y negativas para CD45ROM.
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Figura 13. Pureza de las células y expresion de marcadores. Esta figura muestra un ejemplo
de la pureza de las poblaciones celulares obtenidas mediante nuestro método, también
muestra la deplecion de CR45R0, y la expresion de CCR7, CD62L y el TLR5.

Por otra parte, la figura 17 muestra la evaluacion de fosfo-cJun y fosfo-p65 después de la

estimulacion de células virgenes con diferentes combinaciones de estimulos.

Aunque pudimos observar un aumento en la fosforilacion de IKK, p65 y cJun, con el estimulo solo
de Flagelina, dicho cambio no fue estadisticamente significativo. Sin embargo, considerando que
pudimos demostrar experimentalmente la expresion del TLR5 en linfocitos T CD4" virgenes y ver
la activacién de la via de sefializacion del TLR5 tras la estimulacion con flagelina, no se puede
descartar el posible rol del TLR5 como receptor co-estimulador. A continuacion, procedimos con

la fusion de los modelos del TCR y el TLR5 para evaluar este hecho.
Fusion de los modelos del TCR y el TLR5.

Los dos modelos (el del TCR y el del TLR5) validados independientemente fueron Utiles para
estudiar el papel de los estimulos clasicos TCR + CD28 y explorar el rol del TLR5, pero el estudio
del rol como receptor co-estimulador de TLRS5 requirié de la fusion de ambos modelos, puesto que

para esto se requiere el estudio de la regulacion cruzada de estas vias.
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La fusion de modelos no es un proceso trivial. La forma mas correcta de fusionar dos modelos,
aunque la mas dificil, es realizar una fusion manual, en la que el modelador pueda curar las
interacciones entre los componentes comunes a los modelos y las ecuaciones, o las reglas logicas
en este caso, para decidir las reglas resultantes despues de la fusion. Nosotros realizamos una
fusion a dos niveles: Al nivel de la grafica de regulacion y al nivel de las reglas logicas. A nivel
de la grafica, tanto GINsim como Cytoscape tienen integradas herramientas que realizan este
trabajo de manera automatica. Sin embargo, la gréafica sola no es tan Gtil y si quisiéramos un
modelo de la nueva gréfica tendriamos que re-asignar el modelo totalmente. En el otro extremo
esta la fusion de los modelos (al nivel del archivo GINML), pero tras la ediciébn manual del modelo
(el archivo ginml es un tipo de archivo XML) se pueden tener muchos errores y el archivo
resultante puede estar corrupto. Ambas metodologias presentaron muchas dificultades. La forma
maés eficiente que encontramos de fusionar dos modelos generados en GINsim, aunque nada
automatica y aun propicia a errores, fue la fusion de dos graficas (copy/paste), que cambia los
nombres de los nodos comunes, y la posterior edicion manual de los nodos comunes (tanto la
grafica como la reasignacion de las reglas logicas). Sin embargo, los parametros graficos y 16gicos
de los nodos no comunes son conservados. Afortunadamente, las vias del TCR y el TLR5 no tienen
muchos nodos comunes, por lo que la fusion de los modelos fue posible aun considerando el

tamafo de los modelos.

La figura 14 muestra el modelo fusionado (TCR + TLR5). Como se aprecia en esta figura, el
modelo fusionado consta de 129 componentes entre nodos originalmente correspondientes a cada
modelo independiente (los nodos rojos corresponden al TCR y los verdes al TLR5) y nodos
comunes (nodos azules), y 272 arcos representando las interacciones entre los distintos nodos. En
total, el modelo fusionado tiene 3 entradas (TCR, CD28 y TLR5) y 6 salidas, estas ultimas
corresponden a los fenotipos presentes en los modelos independientes: citocinas pro-inflamatorias,
citocinas anti-inflamatorias, progresién del ciclo celular, supervivencia, remodelacion del
citoesqueleto y Anergia. Es claro que todas las salidas del modelo fusionado eran ya salidas en el
modelo del TCR, lo que nos muestra que ambas moléculas regulan los mismos procesos celulares.
Sin embargo, las vias para llegar a la activacién de los factores transcripcionales y procesos

celulares son mayoritariamente independientes. S6lo comparten la via de PI3K.

38



Figura 14. Modelo fusionado (TCR/CD28 + TLR5). En total 129 nodos conforman el
modelo fusionado, y 272 arcos los conectan. En rojo se muestran los nodos correspondientes
al TCR, en verde los correspondientes al TLRS5, y en amarillo los nodos comunes.
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Un modelo de tal magnitud es muy complicado de simular, pero gracias a la herramienta de
reduccion de modelos implementada en GINsim, pudimos generar varias versiones reducidas de
los modelos originales y el fusionado. Dicha herramienta consiste en que el usuario selecciona los
nodos a reducir (esconder), que deben cumplir con la caracteristica de no ser nodos auto-regulados
positivamente, de forma que no sean nodos relevantes para la dinamica del sistema, que afecten el
namero o la obtencién (reachability) de atractores. GINsim elimina automaticamente los nodos

seleccionados, y asigna las interacciones y reglas logicas entrantes del nodo reducido al nodo
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blanco. Lo anterior permite la obtencidn de redes mas pequefias, con una alta conectividad, pero

que facilitan las simulaciones. La figura 15 nos muestra una versién muy reducida del modelo

fusionado.
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Figura 15. Modelo fusionado reducido. Version “core” del modelo fusionado. Esta version
consiste en 59 nodos y 159 arcos. Dicha version fue utilizada para la obtencion de la gréfica

jerarquica de transicion.

Usando nuestro modelo fusionado evaluamos la obtencion de los estados estables a partir de varias
combinaciones de entradas (Sin estimulo, TCR + CD28 y TCR + TLR5) y varias condiciones
iniciales. La figura 17 muestra los resultados de dichas simulaciones. Puede observarse que en el
caso del knock-out para PKCH, atn puede alcanzarse la activacion de NF-kB, debido a la
contribucion de la via del TLR5 mediante TAK1. Mientras que el knock-out de PI3K afecta
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severamente la sefializacion. Realizando las mismas simulaciones con nuestro modelo fusionado

reducido obtuvimos los mismos resultados.

TCR + TLR5 model stable states
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Figura 16. Computo de los estados estables del modelo fusionado reducido (“core”). Se
realizaron simulaciones considerando 4 combinaciones de entradas (Sin estimulo, TCR +

CD28, TCR + TLR5) y 3 condiciones iniciales (wild type, PKCth KO y PI3K KO).

Los resultados del computo de estados estables nos permitieron validar el funcionamiento de
nuestro modelo fusionado, e incluso nos permitieron hacer predicciones acerca de la regulacion
cruzada de las vias. De acuerdo al codmputo de estados estables, se obtienen estados estables para
la combinacidn de entradas: TCR+CD28, TCR+TLR5y TCR+CD28+TLR5, pero no parael TLR5
solo. Aln més, cuando obtuvimos la HTG usando el modelo reducido los Unicos atractores
identificados corresponden a los estados estables ya mencionados. Una de las cosas que pudimos
ver de la fusion de los modelos es que se enriquecieron los interactores para el modelo del TLR5,
lo que agreg6 una regulacion mas fina, y lo que nos permitiria hacer simulaciones mas realistas.
No es extrafio que al fusionar los modelos ya no fuera posible obtener un estado estable para la
sola entrada de TLR5, como lo seria la sola estimulacion con flagelina, debido a la inclusion de
nuevos interactores a la via como resultado de la fusion de los modelos. Se puede entender que al
hacer la fusion de modelos se “homogeneiz6” la definicion de nodos fenotipicos, ademés de que

las interacciones entre nodos comunes, que estaban reportadas solo para un modelo, prevalecieron

en el modelo fusionado.
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De acuerdo con los estados estables obtenidos como resultado de las simulaciones, un KO para
PKC®, o situaciones que afecten la activacion de PKCO, no afectaria severamente la activacion del
linfocito T si se logra la activacion de NF-kB e través de otras vias. Debido a la existencia de vias
alternativas, como la promovida por TLR5 y mediada por TAKL, se logra la activacion de NF-xB.
Esto implica que la via de TLR5 podria compensar cuando existen deficiencias al nivel de PKCO
Por otra parte, un KO para PI3K, o deficiencias en la activacion de PI3K, afectaria severamente la
activacion de la célula, debido a que es una via comun para el TCR, CD28 y el TLR5, y debido a
que regula la activacion de NF-xB, AP-1, CREB y B-catenina y de todos los fenotipos, salvo la

remodelacion del citoesqueleto.

Activacion de factores transcripcionales clave para la activacion de los linfocitos T CD4* de

adulto.

Nuestro modelo fusionado es una herramienta til para el estudio de la regulacién cruzada de las
vias de sefalizacion. Sin embargo, quisimos evaluar experimentalmente la fosforilacion de
IKKo/B, p65, cJun y CREB, como medida de la activacion de las vias comunes en el modelo
fusionado y poder afinarlo con los datos experimentales, en caso de ser necesario. La figura 17 nos
muestra los resultados experimentales de estimular linfocitos T CD4* virgenes con distintas

combinaciones de estimulos.

Los resultados experimentales validaron lo que ya habiamos obtenido con la fusion del modelo y
no fue necesario afinar drasticamente el modelo fusionado. Como se aprecia en la figura 17, las
sefiales combinadas del TCR + CD28 y TCR + TLR5 son practicamente equivalentes en términos
de la activacion de las vias de AP-1 y NF-kB, de acuerdo con la fosforilacion de IKKap, p65 y
cJun. Estos resultados nos permiten proponer que las sefiales de la flagelina pudieran activar
directamente a los linfocitos T CD4" virgenes, y que su papel es muy similar al de CD28 aunque
la via de sefializacion es distinta, ademas del rol que pudiera tener sobre otras células inmunes. Lo

anterior sugiere que la flagelina podria ser una sefial fuerte en formulaciones de vacunas.
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Figura 17. Evaluacion experimental de la fosforilacion de p65, cJun y CREB. Evaluamos
mediante citometria de flujo la fosforilacién de cJun, IKKo/pf y CREB, como medida de la

activacion de las vias de AP-1, NF-xB y CREB.

Transcriptomica del estado basal de los linfocitos T CD4* de adultos y neonatos humanos.

Para el labaoratorio, es de particular interés conocer la inmunobiologia de los linfocitos T
neonatales. Se sabe que los linfocitos T CD4" de neonatos tienen un alto umbral de activacion, y
que tienen algunos defectos en la sefializacion, como una alta sefializacion mediada por calcio y
deficiencias en la activacion de AP-1 (123, 158). También se sabe que la polarizacion de linfocitos
T CD4* neonatales hacia un perfil Thl es deficiente, y que se favorecen los perfiles Th2 y Treg
(159, 160). Ademas, es conocido que las células dendriticas y otras células presentadoras de
antigenos en neonatos son inmaduras, presentan antigenos deficientemente y aportan bajas sefiales
co-estimulatorias. Todo lo anterior, hace particularmente interesante y urgente la bisqueda de
moléculas co-estimulatorias alternativas que favorezcan la activacion de los linfocitos T

neonatales.

El consorcio BLUEPRINT ha generado datos de RNA-seq de linfocitos T CD4" de cordén
umbilical (neonato) y de adulto. Como un primer acercamiento decidimos hacer un analisis de
expresion diferencial usando los datos generados por BLUEPRINT, para lo cual usamos DESeq2
y EdgeR. La figura 19 muestra una gréfica con los genes diferencialmente expresados en neonatos
versus adultos. Al realizar la anotacion funcional de los genes sobreespresados en neonatos
encontramos que estaban enrigquecidas las vias de metabolismo, ciclo celular y respuesta inmune

innata. Por otra parte, estaban disminuidos algunos componentes de la via de activacion de
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linfocitos T, tales como Fyn y SLP-76, asi como receptores de citocinas y quimiocinas. Sin
embargo, muy pocos genes sobreexpresados en los neonatos eran anotados a vias descritas. Todo
lo anterior sugiere que hay deficiencias en las funciones clésicas pero podria haber funciones
alternativas de los linfocitos T CD4" de neonato. Recientemente, en el laboratorio publicamos un
articulo donde mostramos que los linfocitos T CD8" tienen funciones de inmunidad innata
(Galindo-Albarran, et al. 2016). De igual manera, en los linfocitos T CD8* neonatales encontramos
una sobre expresion de genes que codifican para péptidos antimicrobianos y vias de inflamacién

caracteristicas de neutréfilos.
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Figura 18. Gréfica de expresion diferencial. En rojo se muestran los genes diferencialmente

expresados (padj<0.05) en neonato vs adulto.

Nuestros modelos estan actualizados a la literatura mas reciente, y representan vias detalladas que
no estan descritas en ninguna base de datos. Por tal motivo, decidimos mapear los resultados de la
expresion diferencial de genes a nuestro modelo fusionado. La figura 19 muestra el modelo

fusionado con los nodos sobreexpresados y menos expresados en celulas de neonato.

Figura 19. Mapeo de genes diferencialmente expresados en neonatos. Se tomaron los genes
diferencialmente expresados en neonatos de acuerdo a nuestro anélisis y estos fueron
mapeados al modelo fusionado. En naranja se aprecian genes menos expresados en neonatos

mientras que en morado se muestran genes sobreexpresados en neonatos.
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Como se observa en la figura 19, un regulador negativo (cCBL) de la sefializacién temprana por
el TCR se encuentra sobreexpresado en las células de neonatos. Esta proteina es una E3 ubiquitin
ligasa, que estaria mandando a degradacion a los complejos de sefializacion que el TCR formara.
Ademas, un regulador negativo (DUSP) de la via de AP-1 también esta sobreexpresado, este es
una fosfatasa que eliminaria los fosfatos de varias MAP cinasas, blogueando la activacion de AP-
1. Esto sugiere que la via del TCR esta bloqueada a varios niveles en células neonatales. Por otra
parte, varios reguladores positivos de la sefializacion por el TCR se encuentran menos expresados
en las células de neonatos, tal es el caso de Fyn, SLP-76, NFATc2. De manera interesante, PI3K

y CREB se encuentran sobreexpresados en neonatos, lo que pudiera significar una mayor

45



activacion de la via de PI3K. Tambien Tpl2, otra molécula de la via de TLR5, se encuentra
sobreexpresada en neonato. En conjunto, estos resultados apuntan a que los linfocitos T CD4*
tienen varias particularidades en la sefializacion mediada por el TCR que explican su mayor umbral
de activacion. Ademas, sugieren que la via del TLR5 pudiera compensar por este alto umbral de

activacion y permitir la activacion eficiente de las células neonatales.

Una vez con el andlisis de expresion diferencial, decidimos evaluar las marcas de cromatina
abierta y cerrada en las regiones promotoras de dichos genes, para lo cual usamos los datos
reportados por BLUEPRINT. Como se aprecia en la figura 21, los genes sobre expresados en
células T CD4" de adulto presentan un enriquecimiento claro en los niveles globales de la marca
H3K4me3 (de apertura), y solo un ligero enriquecimiento de H3K27ac y una ligera disminucién
de H3K27me3. Por otra parte, los genes sobreexpresados en neonatos presentan sobre todo una
disminucion en H3K27me3, mientras que su H3K4me3 se encuentra similar a los genes

sobreexpresados en adulto.

Todo lo anterior sugiere diferencias en la regulacién epigenética de los genes que regulan
funciones especificas en neonatos y en adultos. Pareceria que las células de adulto expresan sus
genes especificos mediante mecanismos que llevan a la adquisicién de la marca H3K4me3 de
los genes caracteristicos de los linfocitos T CD4" de adultos y la adquisicion de la marca de
cierre de la cromatina H3K27me3 en genes especificos de las células neonatales. Analisis
posteriores de estos mecanismos serian importantes para clarificar los mecanismos moleculares

detras de estas diferencias.
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Figura 20. Marcas de histonas en regiones promotoras. Se muestran los valores promedios
de las marcas H3K27ac, H3K4me3 y H3K27me3 en los promotores de los genes
sobreexpresados en neonatos (N) y Adultos (A), segun los datos en BLUEPRINT. Para
realizar esta grafica usamos extrajimos informacion de los archivos de sefial (bigwig)

reportados por BLUEPRINT usando la herramienta bwtool y los graficamos en R.

DISCUSION

En este trabajo generamos plataformas tedricas (modelos) comprensibles para el estudio de las
vias de sefializacion del TCR, CD28 y el TLR5. Estos modelos fueron validados y adaptados para
linfocitos T CD4+ usando datos de secuenciacion masiva y datos experimentales. Estos modelos
son una herramienta Util para el estudio de las vias de sefializacion en linfocitos T CD4+, ademas
de que pueden ser adaptados para otros tipos celulares usando la metodologia que aqui se presenta.

Generamos un modelo que contiene las 3 vias mediante la fusion de los modelos originales. El
modelo resultante nos sirvié para estudiar la contribucion de algunos componentes de las vias al
desempefio global de la red, especificamente, TAK1, PKC6 y PI3K. De esta manera, mostramos
cdmo se puede predecir la respuesta de los linfocitos T CD4+, mediante la simulacidn de mutantes,
que se puede interpretar como perturbaciones en la activacién de los nodos, y la definicion de las
entradas y condiciones iniciales. Este procedimiento se puede aplicar para cualquier componente
de la red y de esta manera evaluar el efecto de ciertas perturbaciones de nodos de interés en la

respuesta de los linfocitos T CD4+.

Comprobamos la coherencia del modelo mediante la evaluacion experimental de la activacion de
cJun, p65 y CREB en linfocitos T CD4+ virgenes. Encontramos que la via del TLR5 aporta sefiales
coestimulatorias equivalentes a la via de CD28 en cuanto a la activacion de IKK, NF-xkB, CREB y
cJun. Por otra parte, en otro trabajo del laboratorio se demuestra que las sefiales coestimulatorias
del TLRS promueven la expresion de IFNy (Tesis de doctorado de Rosario labastida). Ademas,
hay otro reporte que demuestra la importancia del TLR5 para la proliferacion y produccion de
IFNy en linfocitos T CD4+, aunque ellos encuentran que son los linfocitos de memoria los que
mejor responden (84). En conjunto, podemaos decir que la importancia del TLR5 para la activacion
de linfocitos T CD4+ virgenes radica en su capacidad de inducir la activacion de los factores
transcripcionales NF-xB, AP-1 y CREB.
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En el laboratorio, es de particular interés conocer la respuesta de los linfocitos neonatales y
encontrar vias que induzcan eficientemente su activacion. Es por eso que extendimos nuestro
estudio a los linfocitos T CD4+ neonatales. Los linfocitos T CD4+ de neonatos presentan un alto
umbral de activacion y su respuesta es deficiente ante muchos estimulos. Usamos datos de RNA-
seq disponibles publicamente (BLUEPRINT) para comparar globalmente la expresion génica de
linfocitos de adultos y neonatos. Encontramos que los linfocitos CD4+ neonatales tienen
deficiencias en la expresion de genes de las vias del TCR, citocinas y quimiocinas pero tienen una
sobre expresion de genes asociados a vias de glucélisis y ciclo celular. Ademaés, cuando mapeamos
estos resultados a nuestro modelo fusionado pudimos identificar varios reguladores negativos de
la via del TCR que estan sobreexpresados en neonatos, asi como varios reguladores positivos que
estan menos expresados. Mientras que la via del TLR5 no esta afectada, y de hecho tiene algunos
componentes sobreexpresados, como Tpl2. Lo anterior nos indica que los linfocitos T CD4+
neonatales presentan una baja respuesta a los estimulos clasicos (TCR + CD28) debido a que la
via esta bloqueada a diferentes niveles y a que hay una deficiencia en la expresion de reguladores
positivos como FYN y SLP-76. Ademas de que hay indicios de que las células T CD4+ neonatales
presentan una proliferaciébn homeostéatica, tal como la presentan las células T CD8+ como

recientemente reportamos (161).

Como es probable que las diferencias en la expresion génica estén enmarcadas por una regulacion
epigenética especifica, evaluamos la presencia de las marcas de histonas H3K4me3, H3K27ac y
H3K27me3 en las regiones promotoras de los genes diferencialmente expresados. Encontramos
niveles mas bajos de H3K27me3 y niveles equivalentes de H3K4me3 en los promotores de los
genes sobreexpresados en neonato, asi como niveles mas altos de H3K4me3, H3K27ac en los
genes sobreexpresados en adulto. Lo anterior nos indica que los neonatos y los adultos utilizan
mecanismos de regulacion epigenética diferentes para controlar los niveles de expresion de genes.
Los neonatos bajan sus niveles de H3K27me3 para sobreexpresar genes, mientras que los adultos
aumentan su H3K4me3 y H3K27ac.

En conjunto, generamos plataformas tedricas para el estudio de las vias del TCR y el TLR5,
particularmente para el estudio de la regulacion cruzada entre tales vias, y demostramos su utilidad.
Comprobamos que las sefiales del TLR5 son tan importantes como las sefiales de CD28 para
inducir la activacion de linfocitos T CD4+ virgenes de adulto. También mostramos que las células

T CD4+ de neonatos presentan deficiencias funcionales ante los estimulos clasicos del TCR y
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CD28y que es probable que estén haciendo una proliferacion homeostatica. Asimismo, mostramos
que las diferencias en la expresion génica entre células de neonato y adulto esta enmarcada por
diferencias en las marcas epigenéticas. Finalmente, propusimos, basados en toda la evidencia, que
la via del TLR5 serd una importante sefial coestimulatoria para las células de neonato también.

CONCLUSIONES

La estimulacion de linfocitos T CD4 virgenes con flagelina nos mostré que la via del TLR5 es
funcional en estas células, como lo demuestra la activacion de las vias de NF-kB y AP-1.

La fusion de los modelos individuales nos permitié ver que la via del TCR y el TLR5 son
independientes, sin embargo, comparten la via de PI3K. Ademas, pudimos ver que aunque usando
vias diferentes, ambas llevan a la activacion de NF-kB, AP-1 y CREB. Aln mas, pudimos
demostrar la contribucion de algunos componentes de la red en la respuesta de los linfocitos T
CD4, como lo son PKC6 y PI3K.

Al tratar linfocitos T CD4 virgenes con los siguientes estimulos: TCR, Flagelina, TCR + Flagelina,
y TCR + CD28, encontramos que las sefiales del TCR + TLR5 son similares a las de TCR + CD28,

mas adn, las sefiales TCR + TLR5 fueron mas eficientes para generar la fosforilacion de CREB.

El anélisis de expresion diferencial de genes entre linfocitos T CD4 de adultos y neonatos, nos
permitio identificar nodos que estan afectados en linfocitos de neonato, como lo son CCLB y
DUSP, los cuales estan sobreexpresados y podrian ser una de las causas del alto umbral de
activacion de los linfocitos neonatales. Por otra parte, este analisis nos permitié ver que la via del
TLR5 no esta afectada en los neonatos, y que esta podria compensar y permitir la activacion

eficiente de los factores transcripcionales importantes para la activacién de los linfocitos T CDA4.

Finalmente, el analisis de las marcas epigenéticas en los genes diferencialmente expresados nos
permitio ver que las diferencias en la expresion de los genes estd enmarcada por mecanismos

epigenéticos particulares que involucran a las marcas H3K4me3, H3K27ac y H3K27me3.
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