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Abstract 

 

L o n g  n o n - c o d i n g  R N A s  ( l n c R N A s )  a r e  R N A  m o l e c u l e s  l o n g e r  

t h a n  2 0 0  n u c l e o t i d e s  t h a t  d o  n o t  c o d e  f o r  p r o t e i n s  b u t  h a v e  b e e n  

s h o w n  t o  p e r f o r m  r e g u l a t o r y  r o l e s  i n  v a r i o u s  c e l l u l a r  p r o c e s s e s  

a n d  i n  d i s e a s e  c o n d i t i o n s .   T h e y  h a v e  a l s o  b e e n  s h o w n  t o  b e  

i n v o l v e d  i n  t h e  r e g u l a t i o n  o f  c e l l u l a r  p r o c e s s e s ,  d i s e a s e  

c o n d i t i o n s ,  a n d  l i n e a g e - s p e c i f i c i t y .  S i n c e  t h e  l n c R N A s  h a r b o r  

i m m e n s e  r e g u l a t o r y  p o t e n t i a l  a t  b o t h  t r a n s c r i p t i o n a l  a n d  p o s t -

t r a n s c r i p t i o n a l  l e v e l s ,  i d e n t i f y i n g  a n d  m o l e c u l a r  c h a r a c t e r i z i n g  

T  c e l l  m e m o r y  s u b s e t - s p e c i f i c  l n c R N A s  w i l l  a d d  n e w  d i m e n s i o n s  

t o  u n d e r s t a n d i n g  T  c e l l  m e m o r y  d e v e l o p m e n t  a n d  f u n c t i o n i n g .  

H e n c e ,  a s  p a r t  o f  m y  M S  t h e s i s ,  I  a n a l y z e d  t h e  t r a n s c r i p t o m i c  

( R N A - S e q )  a n d  e p i g e n o m i c s  ( A T A C - S e q )  d a t a  f r o m  s i x  m e m o r y  

C D 4 +  T  c e l l  s u b s e t s  t o  i d e n t i f y  m e m o r y  s u b s e t - s p e c i f i c  

l n c R N A s .  C o m p a r a t i v e  a n a l y s i s  o f  d i f f e r e n t i a l l y  e x p r e s s e d  

g e n e s  i d e n t i f i e d  4 2  a n d  3 6  u p r e g u l a t e d  l n c R N A s  i n  l o n g - t e rm  

( T C M ,  T S C M )  a n d  s h o r t - t e r m  e f f e c t o r  m e m o r y  s u b s e t s  ( T E M,  

T E M R A - p r e c u r s o r ,  a n d  T E M R A - e f f e c t o r ) ,  r e s p e c t i v e l y .  F u r t h e r ,  t o  

i d e n t i f y  t h e  p o t e n t i a l  c i s - r e g u l a t o r y  r o l e  o f  t h e s e  l n c R N A s ,  I  

i d e n t i f i e d  d i f f e r e n t i a l l y  e x p r e s s e d  p r o t e i n - c o d i n g  g e n e s  l o c a t e d  

u p s t r e a m  a n d  d o w n s t r e a m  o f  t h e s e  l n c R N A s .  T h i s  a n a l y s i s  h a s  

i d e n t i f i e d  1 6  s u c h  l n c R N A - p r o t e i n - c o d i n g  g e n e s  p a i r s .  F u r t h e r  

f u n c t i o n a l  c h a r a c t e r i z a t i o n  o f  t h e s e  l n c R N A - p r o t e i n  c o d i n g  g e n e  

p a i r s  f o r  t h e  c o - r e g u l a t i o n  c a n  y i e l d  i n t e r e s t i n g  i n s i g h t s  i n t o  t h e  

T  c e l l  m e m o r y  d e v e l o p m e n t  a n d  c o m m i t m e n t .   
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Introduction 
 

O n e  o f  t h e  m o s t  i m p o r t a n t  f a c e t s  o f  t h e  a d a p t i v e  a r m  o f  t h e  

i m m u n e  s y s t e m  i s  i m m u n o l o g i c a l  m e m o r y .  O n c e  t h e  i m m u n e  

s y s t e m  e n c o u n t e r s  a n  a n t i g e n ,  t h e  n a ï v e  T  c e l l s ,  u p o n  

r e c o g n i z i n g  t h e  p a r t i c u l a r  a n t i g e n ,  g i v e  r i s e  t o  s h o r t - l i v e d  

e f f e c t o r s  a n d  l o n g - t e r m  m e m o r y  T  c e l l s .  T h e  e f f e c t o r  T  c e l l s ,  

a f t e r  s u c c e s s f u l  c l e a r a n c e  o f  s a i d  p a t h o g e n ,  d i e ,  w h i l e  a  p o o l  

o f  m e m o r y  c e l l s  s t a y s  b e h i n d  t o  g i v e  l o n g - l a s t i n g  p r o t e c t i o n  t o  

t h e  i n d i v i d u a l  u p o n  s u b s e q u e n t  e n c o u n t e r s  w i t h  t h e  s a m e  

a n t i g e n .  T h e  m e m o r y  c e l l s  g e n e r a t e d  i n  r e s p o n s e  t o  i n f e c t i o n  

a r e  h e t e r o g e n e o u s  a n d  c a n  b e  f u r t h e r  c l a s s i f i e d  m a j o r l y  a s  

l o n g - t e r m  p r e c u r s o r  l i k e  a n d  s h o r t - t e r m  e f f e c t o r  l i k e  m e m o r y .  

B a s e d  o n  t h e i r  l o n g e v i t y  a n d  e f f e c t o r  p r o f i l e ,  c o n v e n t i o n a l l y ,  

m e m o r y  i s  b r o a d l y  c l a s s i f i e d  i n t o  s t e m  c e l l  l i k e  m e m o r y  ( T S C M ) ,  

c e n t r a l  m e m o r y  ( T C M ) ,  e f f e c t o r  m e m o r y  ( T E M ) ,  a n d  s h o r t - l i v e d  

e f f e c t o r  m e m o r y  e x p r e s s i n g  C D 4 5 R A  ( T E M R A )  ( M a h n k e  e t  a l . ,  

2 0 1 3 )  ( f i g  1 ) .  

 

 

Figure 1. T cell memory compartments. Correlation of phenotypes with memory compartments are pictorially represented.  
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T  m e m o r y  s t e m  c e l l s  ( T S C M s )  a r e  m e m o r y  T  c e l l s  t h a t  p o s s e s s  

a n  i n c r e a s e d  p o t e n t i a l  t o  s e l f - r e n e w  a n d  h a s  t h e  m u l t i p o t e n t  

a b i l i t y  t o  g i v e  r i s e  t o  c e n t r a l  m e m o r y ,  e f f e c t o r  m e m o r y ,  a n d  

e f f e c t o r  T  c e l l s .  T S C M  e x h i b i t s  a  c o m p a r a b l e  e x p r e s s i o n  p a t t e r n  

o f  s u r f a c e  r e c e p t o r s  t o  n a ï v e  ( l i k e  C C R 7  &  C D 4 5 R A ) .  H o w e v e r ,  

t h e y  c a n  b e  s e p a r a t e d  f r o m  n a i v e  b y  t h e  e x p r e s s i o n  o f  t w o  

m a r k e r s ,  C D 9 5  a n d  I L - 2 R ß  ( G a t t i n o n i  e t  a l . ,  2 0 1 1 ) .  

 

T C M s  a r e  p r i m a r i l y  l i m i t e d  t o  l y m p h o i d  o r g a n s  a n d  t h e  b l o o d .  

T h e y  a r e  f u n c t i o n a l l y  d i s t i n g u i s h e d  b y  t h e i r  h i g h e r  p r o l i f e r a t i v e  

p o t e n t i a l  a f t e r  a n t i g e n  r e e n c o u n t e r  a n d  t h e  a b i l i t y  t o  s e e d  

p e r i p h e r a l  t i s s u e s  w i t h  a d d i t i o n a l  e f f e c t o r  c e l l s  f o l l o w i n g  

a c t i v a t i o n .  I n  c o n t r a s t ,  T E M s  a r e  f o u n d  i n  t h e  c i r c u l a t i o n  a n d  

h a v e  t h e  p o t e n t i a l  t o  t r a v e l  v i a  p e r i p h e r a l  o r g a n s .  T h e y  e x h i b i t  

q u i c k  e f f e c t o r  a c t i v i t i e s  b u t  h a v e  l i m i t e d  p r o l i f e r a t i v e  p o t e n t i a l ,  

s e r v i n g  a s  f i r s t  r e s p o n d e r s  i n  c a s e s  o f  r e i n f e c t i o n  ( S a l l u s t o  e t  

a l . ,  1 9 9 9 ) .   

  

T E M R A ,  w h i c h  i s  T E M  e x p r e s s i n g  C D 4 5 R A ,  i s  a  c o m p a r t m e n t  

w i t h i n  T E M  a n d  i s  h i g h l y  a s s o c i a t e d  w i t h  c y t o t o x i c  f u n c t i o n  

( S a l l u s t o  e t  a l . ,  2 0 0 4 ) .  T E M R A  c o m p a r t m e n t s  w e r e  i n i t i a l l y  

a t t r i b u t e d  t o  C D 8 +  T  c e l l s ,  w h e r e  t h e y  w e r e  a s s o c i a t e d  w i t h  

d i r e c t  k i l l i n g  o f  v i r u s  i n f e c t e d  o r  t r a n s f o r m e d  c e l l s .  H o w e v e r ,  

s t u d i e s  h a v e  s h o w n  d e s p i t e  b e i n g  h e l p e r  c e l l s ,  C D 4 +  T  c e l l s  

a l s o  h a v e  t h e  a b i l i t y  t o  b e c o m e  c y t o t o x i c  ( C D 4 - C T L )  i n  n a t u r e  

( J u n o  e t  a l . ,  2 0 1 7 ) .  L a t e r ,  p e o p l e  h a v e  s h o w n  t h a t  t h i s  C D 4 - C T L  

i s  e n r i c h e d  i n  t h e  C D 4  T E M R A  c o m p a r t m e n t  i s  h e t e r o g e n o u s  

a n d  c a n  b e  f u r t h e r  c l a s s i f i e d  i n t o  T E M R A  p r e c u r s o r s  a n d  T E M R A  

e f f e c t o r s  b a s e d  o n  t h e  s u r f a c e  m a r k e r  C D 1 2 7  ( r e c e p t o r  f o r  I L -

7 ) ,  a  l o n g - t e r m  s u r v i v a l  m a r k e r  o f  n a ï v e  a n d  l o n g - t e r m  m e m o r y  

s u b s e t .  T E M R A  c e l l s  e x p r e s s i n g  C D 1 2 7  a r e  T E M R A  p r e c u r s o r s ,  

a n d  t h o s e  t h a t  d o  n o t  a r e  T E M R A  e f f e c t o r s  ( P a t i l  e t  a l . ,  2 0 1 8 ) .  
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 L a r g e - s c a l e  c h a n g e s  a t  b o t h  t r a n s c r i p t o m e  a n d  e p i g e n e t i c  

l e v e l s  h a p p e n  w h e n  a c t i v a t e d  T  c e l l s  d i f f e r e n t i a t e  i n t o  a  

h e t e r o g e n e o u s  p o o l  o f  m e m o r y  c e l l s  ( A r a k i  e t  a l . ,  2 0 0 9 ; 

Y o u n g b l o o d  e t  a l . ,  2 0 1 3 ;  C h e n  e t  a l . ,  2 0 1 8 ) .  S e v e r a l  s t u d i e s  

h a v e  b e e n  d o n e  t o  i n v e s t i g a t e  t h e  r o l e  o f  d i f f e r e n t i a l l y  

e x p r e s s e d  p r o t e i n - c o d i n g  g e n e s  r e s p o n s i b l e  f o r  c r e a t i n g  

h e t e r o g e n e i t y  w i t h i n  t h e  T  c e l l  m e m o r y  ( K a e c h  e t  a l . ,  2 0 0 2 ;  

A r a k i  e t  a l . ,  2 0 0 9 ;  E s h i m a  e t  a l . ,  2 0 1 8 ;  O m i l u s i k  e t  a l . ,  2 0 1 5 ;  

K a e c h  a n d  C u i ,  2 0 1 2 ).  T h e r e f o r e ,  t h e  r o l e  o f  p r o t e i n - c o d i n g  

g e n e s  i n  d i f f e r e n t i a t i n g  T  c e l l s  i n t o  a  h e t e r o g e n e o u s  m e m o r y  

p o o l  i s  w i d e l y  s t u d i e d .   H o w e v e r ,  t h e  c h a n g e  i n  t r a n s c r i p t o m e  

u p o n  d i f f e r e n t i a t i o n  i s  n o t  l i m i t e d  t o  p r o t e i n - c o d i n g  g e n e s ;  

r e c e n t  s t u d i e s ,  i n c l u d i n g  o u r s ,  h a v e  s h o w n  t h a t  n o n - c o d i n g  

g e n e s  a l s o  s h o w  d i f f e r e n t i a l  e x p r e s s i o n  ( H u d s o n  e t  a l . ,  2 0 1 9 ;  

S p u r l o c k  e t  a l . ,  2 0 1 7 ;  Z h a n g  e t  a l . ,  2 0 1 4 ) .  T h i s  i m p l i e s  t h a t  n o n -

c o d i n g  g e n e s  m a y  a l s o  p l a y  a  r o l e  i n  t h e  d i f f e r e n t i a t i o n  o f  n a i v e  

T  c e l l s  i n t o  d i f f e r e n t  m e m o r y  c o m p a r t m e n t s  a n d  m a y  h e l p  a  

b e t t e r  u n d e r s t a n d i n g  o f  T  c e l l  b i o l o g y .   

 

 T h e  n o n - c o d i n g  p a r t  o f  t h e  g e n o m e  i s  c o m p r i s e d  o f  d i f f e r e n t  

t y p e s  o f  R N A s .   A m o n g  t h e s e ,  R N A s  t h a t  a r e  l o n g e r  t h a n  2 0 0  

n u c l e o t i d e  b a s e  p a i r s  a r e  l o n g  n o n - c o d i n g  R N A s  ( l n c R N A s ) ,  

w h i c h  r e p r e s e n t  t h e  m a j o r  p o r t i o n  o f  t h e  n o n - c o d i n g  g e n o m e  i n  

h u m a n s  G E N C O D E  ( ( h t t p s : / /  w w w . g e n c o d e g e n e s . o r g ) .   E v e n  

t h o u g h  l n c R N A s  d o n ’ t  c o d e  f o r  a n y  p r o t e i n ,  t h e y  s h a r e  f e a t u r e s  

w i t h  m R N A .  L i k e ,  t h e y  a r e  s p l i c e d  a n d  p o l y a d e n y l a t e d ,  e v e n  

t h o u g h  t h e r e  a r e  e x c e p t i o n s  ( M a t t i c k  e t  a l . ,  2 0 2 3 ) .   l n c R N A s  a r e  

o f t e n  d e f i n e d  b y  t h e i r  r e l a t i o n s h i p s  w i t h  n e i g h b o u r i n g  p r o t e i n -

c o d i n g  g e n e s .  A s  a  r e s u l t ,  w i t h  r e s p e c t  t o  p r o t e i n - c o d i n g  g e n e s ,  

t h e y  a r e  c l a s s i f i e d  a s  i n t e r g e n i c ,  i n t r o n i c ,  o r  a n t i s e n s e  ( M a t t i c k  

e t  a l . ,  2 0 2 3 ) .  O n e  o f  t h e  s t r i k i n g  f e a t u r e s  o f  l n c R N A s  i s  t h a t  

t h e y  s h o w  m o r e  r e s t r i c t e d  e x p r e s s i o n  p a t t e r n s  t h a n  m R N A s  

( D e r r i e n  e t  a l . ,  2 0 1 2 ;  G l o s s  a n d  D i n g e r ,  2 0 1 6 ) .  B e c a u s e  o f  t h e i r  

l o w  e x p r e s s i o n  p a t t e r n  a n d  l a c k  o f  c o d i n g  p o t e n t i a l ,  l n c R N A s  
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w e r e  i n i t i a l l y  t h o u g h t  t o  b e  t r a n s c r i p t i o n a l  n o i s e .  B u t  l a t e r ,  

a d v a n c e m e n t s  i n  t e c h n o l o g i e s  l i k e  R N A - s e q  r e v e a l e d  t h e  

d i f f e r e n t i a l  e x p r e s s i o n  o f  m a n y  l n c R N A s  i n  d i f f e r e n t  c e l l  t y p e s ,  

a n d  i t  b e g a n  t o  b e  a  h o t  r e s e a r c h  t o p i c .  T h e n ,  t h e r e  w a s  a  s u r g e  

i n  t h e  s t u d y  o f  l n c R N A s ,  w h i c h  l e d  t o  t h e  f u n c t i o n a l  

c h a r a c t e r i z a t i o n  o f  m a n y  l n c R N A s  a n d  s h o w e d  t h a t  l n c R N A s  

w e r e  c a p a b l e  o f  p e r f o r m i n g  a  w i d e  a r r a y  o f  f u n c t i o n s ,  s u c h  a s  

o r g a n i s i n g  n u c l e a r  d o m a i n s ,  r e g u l a t i n g  p r o t e i n s  o r  R N A  

m o l e c u l e s ,  a n d  c o n t r o l l i n g  t r a n s c r i p t i o n  e i t h e r  i n  c i s  o r  t r a n s  

( U l i t s k y  a n d  B a r t e l ,  2 0 1 3 )  ( f i g  2 ) .  

 

 

 

Figure 2. (Salehi et al., 2017) Classification of lncRNA functions. (A) Chromatin organizational patterns can be altered by lncRNAs 
through the recruitment of distinct protein components of the chromatin remodelling complex. (B) By base pairing with their 
complementary miRNAs and mitigating their effects, they can function as "sponges.". (C) LncRNAs can act as scaffolds by giving 
proteins that work in the same biological pathway docking sites. (D) By directing transcription factors to their promoters, they 
stimulate the transcription of specific genes. (E) By enclosing transcription factors and preventing them from connecting to their 
promoters, lncRNAs have the ability to suppress transcription. Through base pairing, (F) translation inhibition, (G) splicing pattern 
modification, and (H) exposure to degradative pathways, they can modify the functioning of mRNA. 
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 l n c R N A s  a r e  k n o w n  f o r  t h e i r  r e g u l a t o r y  r o l e s  i n  v a r i o u s  c e l l u l a r  

p r o c e s s e s  a n d  i n  d i s e a s e  c o n d i t i o n s  ( P a t i l  e t  a l . ,  2 0 1 4 ;  L i  e t  

a l . ,  2 0 2 1 ) ,  a n d  h a v e  b e e n  r e p o r t e d  t o  r e g u l a t e  p r o t e i n - c o d i n g  

g e n e s  i n  c i s  o r  t r a n s  ( C h a n g  e t  a l . ,  2 0 2 0 ;  S p u r l o c k  I I I  e t  a l . ,  

2 0 1 5 ;  Z h a n g  e t  a l . ,  2 0 1 9 ) .   T h e y  h a v e  a l s o  b e e n  s t u d i e d  i n  t h e  

c o n t e x t  o f  T  c e l l s .  l n c R N A s  h a v e  b e e n  s h o w n  t o  r e g u l a t e  k e y  

p r o t e i n - c o d i n g  g e n e s  a s s o c i a t e d  w i t h  T  c e l l s  ( S p u r l o c k  I I I  e t  a l . ,  

2 0 1 5 ;  P e t e r m a n n  e t  a l . ,  2 0 1 9 ) .  l n c R N A  w a s  a l s o  r e p o r t e d  t o  b e  

i n v o l v e d  i n  s p e c i f y i n g  t h e  l i n e a g e  i n  T  c e l l  m e m o r y  

c o m p a r t m e n t s  ( H u d s o n  e t  a l . ,  2 0 1 9 ;  S p u r l o c k  e t  a l . ,  2 0 1 7 ;  

R a n z a n i  e t  a l . ,  2 0 1 5 ) .  S i n c e  l n c R N A s  h a r b o u r  i m m e n s e  

r e g u l a t o r y  p o t e n t i a l  a t  b o t h  t r a n s c r i p t i o n a l  a n d  p o s t -

t r a n s c r i p t i o n a l  l e v e l s ,  i d e n t i f y i n g  s u b s e t - s p e c i f i c  l n c R N A s  w i l l  

a d d  n e w  d i m e n s i o n s  t o  u n d e r s t a n d i n g  T  c e l l ’ s  d e v e l o p m e n t  a n d  

f u n c t i o n i n g .  

 

S e v e r a l  s t u d i e s  h a v e  b e e n  d o n e  i n  t h i s  r e g a r d  t o  u n d e r s t a n d  t h e  

r o l e  o f  l n c R N A s  i n  T  c e l l  m e m o r y  d e v e l o p m e n t ,  b u t  t h e  s t u d i e s  

w e r e  l i m i t e d  t o  c h a r a c t e r i z i n g  l n c R N A s  i n  c o n v e n t i o n a l  m e m o r y  

s u b s e t s  l i k e  T C M ,  T E M ,  a n d  h e l p e r  s u b s e t s  i n  t h e  c a s e  o f  C D 4 +  

T  c e l l s  ( R a n z a n i  e t  a l . ,  2 0 1 5 ;  S p u r l o c k  e t  a l . ,  2 0 1 7 ) .  A  m o r e  

c o m p r e h e n s i v e  p i c t u r e  o f  l n c R N A  r e g u l a t i o n  i n  C D 4 +  T  c e l l  

m e m o r y  d e v e l o p m e n t  r e m a i n s  u n c l e a r  d u e  t o  t h e  f a c t  t h a t  t h e  

m e m o r y  c o m p a r t m e n t s  o f  C D 4 +  T  c e l l s  a r e  h i g h l y  h e t e r o g e n e o u s  

a n d  t h e  i n v e s t i g a t i o n s  w e r e  r e s t r i c t e d  t o  a  s u b s e t  o f  m e m o r y  

c o m p a r t m e n t s .  H e n c e ,  t h i s  p r o j e c t  f o c u s e s  o n  u n d e r s t a n d i n g  t h e  

r o l e  o f  l n c R N A s  i n  t h e  d i f f e r e n t i a t i o n  o f  C D 4 +  T  c e l l  m e m o r y  

d e v e l o p m e n t  a t  a  h i g h e r  r e s o l u t i o n  b y  f u r t h e r  d i v i d i n g  l o n g - t e r m  

m e m o r y  c o m p a r t m e n t s  i n t o  T S C M  a n d  T C M ,  a n d  e f f e c t o r -

m e m o r y  c o m p a r t m e n t s  i n t o  T E M ,  T E M R A - P ,  a n d  T E M R A - E .   T h e  

s p e c i f i c  o b j e c t i v e s  o f  m y  t h e s i s  p r o j e c t  a r e  a s  f o l l o w s .  
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Specific objectives  

1 )  I d e n t i f i c a t i o n  o f  d i f f e r e n t i a l l y  e x p r e s s e d  l n c R N A s  i n  C D 4 +  T  

c e l l  m e m o r y  c o m p a r t m e n t s  i n c l u d i n g  T S C M ,  T C M ,  T E M ,  T E M R A -

P  &  T E M R A - E .  

2 )  S e l e c t i o n  o f  p o t e n t i a l  c i s - r e g u l a t o r y  l n c R N A s .   
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Materials and methods 

 

Bu l k  RN A-seq  da ta  o f  CD 4+ T  ce l l  memor y 

compar tments  

T h e  b u l k  R N A - s e q  d a t a  o f  C D 4 +  T  c e l l  m e m o r y  c o m p a r t m e n t s  

( T S C M ,  T C M ,  T E M ,  T E M R A - P  a n d  T E M R A - E ) ,  i n c l u d i n g  n a i v e  

( f r o m  1 0  d o n o r s )  d o n e  b y  K a r  e t  a l  ( u n p u b l i s h e d ) ,  w a s  u s e d .  

B r i e f l y ,  t h e  b u l k  R N A - s e q  w a s  p e r f o r m e d  u s i n g  t h e  s m a r t - s e q 2  

m e t h o d  ( P i c e l l i  e t  a l . ,  2 0 1 4 ) .  G R C h 3 8  ( h g 3 8 )  w a s  u s e d  a s  t h e  

r e f e r e n c e  g e n o m e .  T h e  c o u n t s  w e r e  n o r m a l i z e d  t o  T r a n s c r i p t s  

p e r  m i l l i o n  ( T P M ) .  T h e  n o r m a l i z e d  c o u n t  m a t r i x  w a s  u s e d  t o  

c h e c k  t h e  e x p r e s s i o n  l e v e l  o f  p r o t e i n - c o d i n g  a n d  l n c R N A  g e n e s  

a c r o s s  t h e  m e m o r y  c o m p a r t m e n t s  ( T S C M ,  T C M ,  T E M ,  T E M R A - P  

a n d  T E M R A - E ) ,  i n c l u d i n g  n a i v e .  T h e  n o r m a l i z e d  c o u n t s  w e r e  

a l s o  u s e d  t o  c a l c u l a t e  t h e  c o r r e l a t i o n  b e t w e e n  t h e  s e l e c t e d  

l n c R N A s  a n d  t h e i r  c o r r e s p o n d i n g  c i s  g e n e .   

Di f fe rent i a l  expr ess ion  an a lys is  o f  bu l k  RN A -seq  d ata  

D i f f e r e n t i a l  e x p r e s s i o n  ( D E )  a n a l y s i s  o n  t h e  b u l k  R N A - s e q  d a t a  

w a s  d o n e  b y  K a r  e t  a l  ( u n p u b l i s h e d ) .  B r i e f l y ,  t h e  D E s e q 2  

p a c k a g e  t a k e s  R N A - s e q  r a w  c o u n t  a s  i n p u t  t o  d o  d i f f e r e n t i a l  

e x p r e s s i o n  a n a l y s i s  o f  g e n e s  b e t w e e n  t w o  s a m p l e s  o r  

c o n d i t i o n s  ( h e r e  d i f f e r e n t  m e m o r y  c o m p a r t m e n t s ) .  D a t a  f r o m  D E  

a n a l y s i s  w a s  u s e d  t o  i d e n t i f y  d i f f e r e n t i a l l y  e x p r e s s e d  l n c R N A s  

b e t w e e n  t h e  m e m o r y  c o m p a r t m e n t s  w h e r e  t h e  i n f o r m a t i o n  a b o u t  

t h e  l o g 2 F o l d  c h a n g e  a n d  t h e  c o r r e s p o n d i n g  s i g n i f i c a n c e  ( P a d j  

v a l u e )  a r e  a v a i l a b l e .  T h i s  d a t a  w a s  a n a l y s e d  t o  i d e n t i f y  

d i f f e r e n t i a l l y  e x p r e s s e d  l n c R N A s  a n d  u s e d  t o  m a k e  p o t e n t i a l  

l n c R N A ; m R N A  p a i r s  
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Pr in c ip a l  Compon en t  An a l ys i s  (PC A)   

 

Q l u c o r e  O m i c s  E x p l o r e r  3 . 8  s o f t w a r e  p a c k a g e  w a s  u s e d  t o  

p e r f o r m  P C A  o f  t h e  t r a n s c r i p t o m e s .  N o r m a l i z e d  g e n e  c o u n t  

m a t r i x  g e n e r a t e d  b y  b u l k  R N A - s e q  o f  C D 4 +  T  c e l l  m e m o r y  

c o m p a r t m e n t s  m e n t i o n e d  a b o v e  w a s  u s e d .  T h e  n o r m a l i z e d  g e n e  

c o u n t  m a t r i x  w a s  u p l o a d e d  t o  Q l u c o r e  O m i c s  E x p l o r e r .  C e l l  

t y p e s  w e r e  a n n o t a t e d  a s  s a m p l e s  a n d  g e n e s  a s  v a r i a b l e s .  1 0 0 0 -

m o s t  v a r i a b l e  p r o t e i n - c o d i n g  a n d  l n c R N A  g e n e s  w e r e  i d e n t i f i e d  

b y  s o f t w a r e  a n d  a r e  u s e d  f o r  P C A .  T h e  c o r r e s p o n d i n g  h e a t m a p s  

w e r e  a l s o  g e n e r a t e d  u s i n g  t h e  s o f t w a r e .  

 

Weigh ted  Gen e Corr e l a t ion  Ne twor k  An al ys i s  

(WGCN A) .   

T h e  W G C N A  w a s  d o n e  b y  K a r  e t  a l  ( u n p u b l i s h e d ) .  A  w e i g h t e d  

g e n e  n e t w o r k  w a s  c r e a t e d  b y  u s i n g  t h e  W G C N A  p a c k a g e ' s  

s t a n d a r d  p r o c e s s  u s i n g  t h e  d e p t h - n o r m a l i z e d  e x p r e s s i o n  d a t a  

o b t a i n e d  f r o m  t h e  R N A - s e q  s t u d i e s  a s  i n p u t  ( Z h a n g  e t  a l . ,  

2 0 0 5 ) .  W G C N A  o n  R N A - s e q  d a t a  r e s u l t e d  i n  5 5  m o d u l e s .  E a c h  

m o d u l e  r e p r e s e n t s  a  s e t  o f  g e n e s  t h a t  a r e  c o - e x p r e s s e d  a c r o s s  

t h e  s a m p l e s  ( h e r e ,  m e m o r y  c o m p a r t m e n t s ) .  E a c h  m o d u l e  w a s  

c o r r e l a t e d  w i t h  t w o  t r a i t s :  c e l l  t y p e  a n d  m e m o r y  t y p e .  M o d u l e s  

w i t h  s i g n i f i c a n t  c o r r e l a t i o n  w i t h  t r a i t s  w e r e  r e - a n a l y z e d  u s i n g  

Q l u c o r e  O m i c s  E x p l o r e r  s o f t w a r e  t o  f i g u r e  o u t  t h e  m o d u l e s  o f  

i n t e r e s t  ( m o d u l e s  h a v i n g  t h e  s e l e c t e d  l n c R N A s ) .   
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Id en t i f i ca t i on  o f  co mmon lncRN As o f  in ter est  u s in g 

Ven n  d i agr am  

 

L i s t s  o f  l n c R N A s  d i f f e r e n t i a l l y  u p r e g u l a t e d  i n  i n d i v i d u a l  m e m o r y  

c o m p a r t m e n t s  w e r e  m a d e .  T h e n ,  t o  i d e n t i f y  c o m m o n  l n c R N A s  

b e t w e e n  t w o  o r  m o r e  c o m p a r t m e n t s  o f  i n t e r e s t ,  a  s o f t w a r e  

c a l l e d  V e n n y  2 . 1  w a s  u s e d .   T o  i d e n t i f y  c o m m o n  l n c R N A s  

b e t w e e n  t w o  o r  m o r e  c o m p a r t m e n t ,  l i s t  o f  l n c R N A s  d i f f e r e n t i a l l y  

u p r e g u l a t e d  c o r r e s p o n d i n g  t o  e a c h  c o m p a r t m e n t  w a s  u p l o a d e d  

i n  V e n n y  2 . 1 .   B a s e d  o n  t h e  i n p u t ,  V e n n y  2 . 1  w i l l  g i v e  V e n n  

d i a g r a m  s h o w i n g  t h e  c o m m o n  l n c R N A s .  I t  w i l l  a l s o  g i v e  t h e  l i s t  

o f  c o m m o n  l n c R N A s  o f  i n t e r e s t .   

 

Cor re la t io n  ana l ys is  o f  ln cRN A:mRN A p a i rs  

 

S p e a r m a n  c o r r e l a t i o n  b e t w e e n  t h e  l n c R N A : m R N A  p a i r s  s e l e c t e d  

w a s  p e r f o r m e d  u s i n g  G r a p h P a d  P r i s m  8 . 0 . 2 .  A l l  t h e  c o r r e l a t i o n s  

w e r e  s t a t i s t i c a l l y  s i g n i f i c a n t  ( P  ( t w o - t a i l e d )  <  0 . 0 0 0 1 )  

 

AT AC -seq  da ta  and  t r acks  g enera ted  in  the  UC SC 

g eno me bro wser  

 T h e  t r a c k s  i n  t h e  U C S C  g e n o m e  b r o w s e r  a n d  A T A C - s e q  d a t a  

w e r e  g e n e r a t e d  b y  K a r  e t  a l  ( u n p u b l i s h e d ) .  B r i e f l y ,  A T A C - s e q  

s e q u e n c e s  w e r e  q u a l i t y  f i l t e r e d  a n d  a d a p t o r  t r i m m e d  u s i n g  

t r i m _ g a l o r e ,  a n d  t r i m m e d  r e a d s  w e r e  m a p p e d  t o  t h e  G R C h 3 8  

( h g 3 8 )  h u m a n  r e f e r e n c e  s e q u e n c e  u s i n g  B o w t i e 2 .  D e - d u p l i c a t e d  

r e a d s  ( u s i n g  p i c a r d  m a r k d u p l i c a t e s )  w e r e  f i l t e r e d  f o r  r e a d s  

m a p p i n g  t o  E N C O D E  b l a c k l i s t e d  r e g i o n ,  m i t o c h o n d r i a l  g e n o m e  

a n d  l o w - q u a l i t y  r e a d s  ( b e d t o o l s  a n d  s a m t o o l s ) .  R e a d s  p a s s i n g  

a l l  q u a l i t y  c h e c k s  w e r e  c a l l e d  f o r  p e a k s  u s i n g  M A C S 2 .  P e a k s  

w e r e  v i s u a l i z e d  u s i n g  U C S C  G e n o m e  B r o w s e r  a f t e r  c r e a t i n g  

m a n u a l  t r a c k s  f o r  e a c h  s a m p l e  u s i n g  B I G W I G  f i l e  f o r m a t  w h i c h  
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w e r e  f u r t h e r  g e n e r a t e d  u s i n g  b e d g r a p h t o b i g w i g .  T o  c h e c k  t h e  

o p e n n e s s  o f  c h r o m a t i n  a n d  t o  v i s u a l l y  r e p r e s e n t  t h e  R N A  

e x p r e s s i o n  l e v e l  o f  t h e  l n c R N A - m R N A  p a i r s  s e l e c t e d ,  t r a c k s  

g e n e r a t e d  i n  t h e  U C S C  g e n o m e  b r o w s e r  w a s  u s e d .  T h e  t r a c k s  

f o r  e a c h  l n c R N A : m R N A  p a i r  w a s  a n a l y s e d  i n d i v i d u a l l y  t o  g e t  t h e  

s t a t u s  o f  o p e n n e s s  o f  t h e  c h r o m a t i n  a t  t r a n s c r i p t i o n  s t a r t  s i t e  

( T S S )  a n d  a t  e x o n  l e v e l .   
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Results 

 

Tr an scr ip to me an a l ys is  o f  CD 4+ T  ce l l  memor y  
sub se ts  r evea l ed  d i f f e r en t i a l  expr ess ion  o f  ln cRN As.  

 T  c e l l  m e m o r y  h a s  b e e n  s h o w n  t o  b e  h i g h l y  h e t e r o g e n e o u s  a n d  

c a n  b e  c l a s s i f i e d  i n t o  d i f f e r e n t  c o m p a r t m e n t s  b a s e d  o n  t h e i r  

l o n g e v i t y ,  p r o l i f e r a t i v e  p o t e n t i a l ,  a n d  e f f e c t o r  s t a t u s ,  n a m e l y  

n a i v e  ( T N ) ,  s t e m  c e l l - l i k e  m e m o r y  ( T S C M ) ,  c e n t r a l  m e m o r y  

( T C M ) ,  e f f e c t o r  m e m o r y  ( T E M )  a n d  e f f e c t o r  m e m o r y  e x p r e s s i n g  

C D 4 5 R A  ( T E M R A ) .  T h i s  h e t e r o g e n e i t y  i s  l a r g e l y  d e f i n e d  b y  t h e  

e x p r e s s i o n  o f  m e m o r y - s p e c i f i c  m o l e c u l e s ,  i n c l u d i n g  

t r a n s c r i p t i o n  f a c t o r s ,  s u r f a c e  r e c e p t o r s ,  a n d  e f f e c t o r  m o l e c u l e s .  

T o  c h e c k  w h e t h e r  t h e  l n c R N A s  a r e  a l s o  d i f f e r e n t i a l l y  e x p r e s s e d  

a c r o s s  t h e  m e m o r y  c o m p a r t m e n t s ,  p r i n c i p a l  c o m p o n e n t  a n a l y s i s  

( P C A )  o n  t h e  e x p r e s s i o n  o f  t h e  1 0 0 0  m o s t  v a r i a b l e  p r o t e i n -

c o d i n g  g e n e s  a n d  l n c R N A s  w e r e  c o m p a r e d .   A s  e x p e c t e d ,  t h e  

p r o t e i n - c o d i n g  g e n e s  c l u s t e r e d  t h e  d i f f e r e n t  m e m o r y  

c o m p a r t m e n t s  i n t o  t w o  ( P C 1 ,  3 2 %  o f  v a r i a n c e ) ,  w h e r e  l o n g - l i v e d  

T S C M  a n d  T C M  c l u s t e r e d  w i t h  n a i v e  ( t e r m e d  a s  l o n g - t e r m  

m e m o r y  c l u s t e r )  a n d  s h o r t - l i v e d  e f f e c t o r  T E M ,  T E M R A - P  a n d  

T E M R A - E  c l u s t e r e d  t o g e t h e r  ( t e r m e d  a s  e f f e c t o r  m e m o r y  

c l u s t e r )  ( F i g  3 a ) .  I n t e r e s t i n g l y ,  w h e n  l n c R N A s  w e r e  c o n s i d e r e d ,  

t h e y  a l s o  c l u s t e r e d  t h e  s a m e  w a y  a s  p r o t e i n - c o d i n g  g e n e s  d i d  

( P C 1 ,  2 0 %  o f  v a r i a n c e ) ,  c l u s t e r e d  i n t o  l o n g - t e r m  a n d  e f f e c t o r  

m e m o r y ,  r e v e a l i n g  t h a t  l n c R N A s  w e r e  h i g h l y  d i f f e r e n t i a l l y  

e x p r e s s e d  a c r o s s  m e m o r y  c o m p a r t m e n t s  ( F i g  3 b ) .  H e a t m a p  o f  

t h e  g e n e s  d i c t a t i n g  t h e  p r i n c i p a l  c o m p o n e n t  ( P C )  o f  t h e  p r o t e i n -

c o d i n g  ( F i g  3 c )  a n d  l n c R N A s  ( F i g  3 d )  p r o v i d e d  f u r t h e r  v e r i f y  t h e  

o b s e r v a t i o n . 
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Figure 3. Differential expression of lncRNAs across CD4+ T cell memory compartments. Plot of first two principal components (PC) (PC1 and PC2 

shown) of 1000 most variable protein-coding genes (a) and lncRNAs (b) from different memory compartments (colour coordinated) from 10 donors.   

The cluster marked with red is effector memory cluster and the other cluster marked with light blue is the long-term memory cluster. Percentage of 

variation explained by each PC is shown in parentheses. Heatmap showing the row-wise normalized z-scores of 1000 most variable protein-coding 

(c) and lncRNAs (d) across the CD4+ T cell memory compartments. Some of the genes from the marked region are mentioned in box. Samples 

(cell types) are arranged in the order of their effector profile (naïve < TSCM < TCM < TEM < TEMRA-P < TEMRA-E from left to right as highlighted 

and variables (genes) are arranged based on their corresponding PC1 of PCA. 
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Long - term memo ry  and  e f fec to r -memor y  sp ec i f i c  

ln cRN As  

T h e  P C A  o f  l n c R N A s  c l u s t e r e d  t h e  C D 4 +  T  c e l l  m e m o r y  

c o m p a r t m e n t s  i n t o  l o n g - t e r m  m e m o r y  a n d  e f f e c t o r  m e m o r y  

c o m p a r t m e n t s .  S o ,  t o  i d e n t i f y  t h e  l o n g - t e r m  a n d  e f f e c t o r  

m e m o r y  s p e c i f i c  l n c R N A s  p r i m a r i l y  r e s p o n s i b l e  f o r  t h i s  

c l u s t e r i n g ,  d i f f e r e n t i a l  e x p r e s s i o n  ( D E )  a n a l y s i s  d o n e  b y  

p a i r w i s e  c o m p a r i s o n  o f  m e m o r y  c o m p a r t m e n t s  ( T N  v s  

T S C M ,  T N  v s  T C M ,  e t c .  o f  a l l  p o s s i b l e  c o m b i n a t i o n s )  w e r e  

u s e d .  F o r  a  l n c R N A  t o  b e  c o n s i d e r e d  a s  u p r e g u l a t e d ,  c u t  o f f  

o f  l o g 2  f o l d  c h a n g e  > / =  0 . 5  &  P a d j  < / =  0 . 0 5  w e r e  u s e d .  

L o n g - t e r m  m e m o r y  s p e c i f i c  l n c R N A s :  T o  i d e n t i f y  l n c R N A s  

u p r e g u l a t e d  i n  n a i v e  c o m p a r e d  t o  e f f e c t o r  m e m o r y ,  a n  

i n t e r s e c t i o n  f r o m  t h e  p a i r e d  a n a l y s i s  o f  n a i v e  v s  T E M ,  n a i v e  

v s  T E M R A - P  a n d  n a ï v e  v s  T E M R A - E  w e r e  t a k e n  ( 2 2 8  

l n c R N A s ,  F i g  4 a ) .  A  s i m i l a r  a n a l y s i s  w a s  d o n e  i n d i v i d u a l l y  

f o r  T S C M  ( 8 3  l n c R N A s )  a n d  T C M  ( 5 6  l n c R N A s ) .  F u r t h e r ,  t o  

n a r r o w  d o w n  l n c R N A s  s p e c i f i c  t o  l o n g - t e r m  m e m o r y  T  c e l l s  

( T N ,  T S C M  a n d  T C M ) ,  t h e  i n t e r s e c t i o n  o f  t h e  i n d i v i d u a l  l i s t s  

w a s  t a k e n  ( 4 2  l n c R N A s ,  F i g  4 b ) .  

 E f f e c t o r  m e m o r y - s p e c i f i c  l n c R N A s :  A  s i m i l a r  a p p r o a c h  

i d e n t i f i e d  3 6  l n c R N A s  c o m m o n l y  u p r e g u l a t e d  i n  T E M ,  

T E M R A  P r e ,  a n d  T E M R A  E f f  c o m p a r e d  t o  T N ,  T S C M  &  T C M  

a n d  w e r e  r e f e r r e d  t o  a s  e f f e c t o r - m e m o r y  l n c R N A s  ( f i g  

4 c ) .   T h e  e x p r e s s i o n  p a t t e r n  o f  t h e  m e m o r y  s p e c i f i c  

l n c R N A s  c l e a r l y  s h o w s  t h e  s e g r e g a t i o n  o f  l n c R N A s  s e l e c t e d  

i n t o  l o n g - t e r m  a n d  e f f e c t o r  m e m o r y  s p e c i f i c  ( f i g  4 d ) .   

L o n g - t e r m  s p e c i f i c  a n d  e f f e c t o r  m e m o r y  s p e c i f i c  l n c R N A s  

i d e n t i f i e d  i n  t h i s  a n a l y s i s  c o u l d  s e r v e  a s  p o t e n t i a l  

m o d u l a t o r s ,  e n s u r i n g  t h e  l o n g e v i t y  a n d  e f f e c t o r - n e s s  o f  t h e  

r e s p e c t i v e  c l a s s  o f  m e m o r y .  
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Figure 4. identification of long-term and effector memory lncRNAs. a) Venn diagram showing the identification of lncRNAs differentially upregulated 

in naïve compared to effector memory compartment (TEM, TEMRA Pre & TEMRA Eff.  b) Venn diagram showing the lncRNAs commonly 

upregulated in naïve, TSCM and TCM compared to effector memory compartments and the intersection of these three as the long-term memory 

lncRNAs. c) Venn diagram showing the lncRNAs commonly upregulated in TEM, TEMRA Pre and TEMRA eff compared to long-term memory 

compartments and the intersection of these three as considered as the long-term memory lncRNAs. d) Heatmap showing the row-wise normalized 

z-score of the long-term memory and effector memory lncRNAs across CD4+ T cell memory compartments. Samples (cell types) are arranged 

based on their effector profile and variables (genes) are arranged based on the PC1 of PCA 
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Se lec t ion  o f  ln cRN As fo r  fun c t ion a l  

ch ar ac ter i z a t ion  

 

L n c R N A s  a r e  s h o w n  t o  r e g u l a t e  p r o t e i n - c o d i n g  g e n e  

e x p r e s s i o n  b y  a c t i n g  i n  c i s  o r  t r a n s  ( Chang et al., 2020; Spurlock 

III et al., 2015; Zhang et al., 2019).  F o r  t h e  c u r r e n t  a n a l y s i s ,  I  

f o c u s s e d  o n  i d e n t i f y i n g  c i s - r e g u l a t o r y  l n c R N A s .  T o  e x p l o r e  

h o w  l n c R N A s  f u n c t i o n  i n  T - c e l l  m e m o r y ,  l  l o o k e d  c l o s e l y  i n t o  

t h e  m e m o r y - s p e c i f i c  l n c R N A s  p r e v i o u s l y  i d e n t i f i e d .  T h i s  

a n a l y s i s  r e v e a l e d  t h a t  s o m e  o f  t h e  l n c R N A s  w e r e  c i s  t o  

p r o t e i n - c o d i n g  g e n e s  s t u d i e d  i n  T  c e l l s ,  a n d  w e r e  f o u n d  t o  

b e  c o - e x p r e s s e d  ( f o r  e x a m p l e ,  L E F 1 - A S 1  i d e n t i f i e d  a s  a  

l o n g - t e r m  m e m o r y  s p e c i f i c  l n c R N A  i s  a n t i s e n s e  t o  L E F 1 ,  

w h i c h  i s  k n o w n  f o r  i t s  r o l e  i n  l o n g - t e r m  m e m o r y ) .  

C o n v e n t i o n a l l y ,  C D 4 +  T  c e l l s  a r e  k n o w n  f o r  t h e i r  h e l p e r  

p h e n o t y p e ,  w h e r e  t h e y  p r o v i d e  h e l p  t o  o t h e r  i m m u n e  c e l l s  

l i k e  B  c e l l s ,  m o n o c y t e s ,  a n d  C D 8 + T  c e l l s ,  w h i l e  C D 8 +  T  

c e l l s  a r e  k n o w n  f o r  t h e i r  c y t o t o x i c  p h e n o t y p e .  D e s p i t e  t h i s  

c l a s s i c a l  d i c h o t o m y ,  C D 4 - T E M R A  h a v e  b e e n  s h o w n  t o  

e x h i b i t  c y t o t o x i c i t y ,  a s  s h o w n  i n  t h e  c a s e  o f  s e v e r a l  v i r a l  

i n f e c t i o n s  a n d  v a c c i n a t i o n  s t r a t e g i e s  ( Weiskopf et al., 2015; 

Cheroutre et al., 2013; Watson et al., 2016) ,  a n d  h a v e  b e e n  s h o w n  t o  

b e  c o r r e l a t e  w i t h  p r o t e c t i v e  p h e n o t y p e .  T o  i n v e s t i g a t e  i f  

l n c R N A s  h a v e  a  r o l e  t o  p l a y  i n  d e f i n i n g  t h e  e f f e c t o r  

p h e n o t y p e  o f  t h e s e  C D 4  T  c e l l s ,  I  f i r s t  l o o k e d  i n t o  e f f e c t o r  

m e m o r y  s p e c i f i c  l n c R N A s  i d e n t i f i e d  a b o v e .  I  f u r t h e r  g r o u p e d  

t h e s e  e f f e c t o r  m e m o r y  l n c R N A s  i n t o  a l l  e f f e c t o r  m e m o r y  

( T E M ,  T E M R A - P  a n d  T E M R A - E )  a n d  o n e s  s p e c i f i c a l l y  

e x p r e s s e d  b y  t h e  T E M R A  c o m p a r t m e n t .  T o  b e  m o r e  

s t r i n g e n t ,  I  p u t  t h e  c u t o f f  a s  l o g 2 f o l d c h a n g e  > =  1 .  N e x t ,  

u s i n g  t h e  U C S C  g e n o m e  b r o w s e r ,  p r o t e i n - c o d i n g  g e n e s  

c o m i n g  u p s t r e a m  a n d  d o w n s t r e a m  o f  s e l e c t e d  l n c R N A s  w e r e  

i d e n t i f i e d .  T h e n ,  l n c R N A - m R N A  p a i r s  w e r e  f o r m e d  i f  t h e  
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p r o t e i n - c o d i n g  g e n e s  w e r e  a l s o  d i f f e r e n t i a l l y  e x p r e s s e d ,  

l i k e  t h e i r  c o r r e s p o n d i n g  l n c R N A s  i n  t h e  r e s p e c t i v e  m e m o r y  

c o m p a r t m e n t  ( f i g  5 ) .   

 

 

 

 

 

 
 

Figure 5. Flowchart showing the selection criteria of lncRNAs for functional characterization 

 
F o l l o w i n g  t h e  s e l e c t i o n  c r i t e r i a  m e n t i o n e d  a b o v e ,  1 5  

l n c R N A - m R N A  p a i r s  w e r e  f o r m e d  f r o m  t h e  e f f e c t o r  m e m o r y  

c o m p a r t m e n t  a n d  1  l n c R N A - m R N A  p a i r  f r o m  t h e  T E M R A  

c o m p a r t m e n t  ( t a b l e  1 ) .  T o  n a r r o w  i t  d o w n  f u r t h e r ,  f r o m  t h e  

l n c R N A - m R N A  p a i r s  f o r m e d ,  l n c R N A s  p a i r e d  w i t h  p r o t e i n -

c o d i n g  g e n e s  a l r e a d y  s t u d i e d  a n d  s h o w n  t o  b e  a s s o c i a t e d  

w i t h  e f f e c t o r  T - c e l l s  w e r e  c o n s i d e r e d  f o r  f u n c t i o n a l  

c h a r a c t e r i z a t i o n .  Z E B 2 - A S 1  a n d  Z E B 2 - A S  a r e  t w o  a d d i t i o n a l  

l n c R N A s  ( c i s  t o  Z E B 2 ,  a  t r a n s c r i p t i o n  f a c t o r  a s s o c i a t e d  w i t h  

e f f e c t o r  m e m o r y )  c o n s i d e r e d  w h i c h  a r e  n o t  c o m i n g  f r o m  t h e  

a b o v e  l i s t .  Z E B 2 - A S 1  a n d  Z E B 2 - A S  a r e  u p r e g u l a t e d  i n  t h e  

e f f e c t o r  m e m o r y  c o m p a r t m e n t  b u t  c o m p a r e d  t o  o t h e r  

l n c R N A s  s e l e c t e d ,  t h e y  h a v e  a  s i g n i f i c a n t  e x p r e s s i o n  i n  

T S C M  ( m u l t i p o t e n t  a b i l i t y  t o  d e r i v e  T C M ,  T E M  a n d  e f f e c t o r  

T  c e l l s  ( Gattinoni, L. et al., 2011))  b u t  n o t  i n  n a ï v e  a n d  T C M  s i m i l a r  

t o  Z E B 2 .  T h i s  m a d e  t h e m  a n  i n t e r e s t i n g  c a n d i d a t e .   

Looked for protein 

coding genes upstream 

and downstream of DE 

lncRNAs 

Selection of DE lncRNAs in all 

effector & TEMRA compartments 

(cut off of Padj </= 0.05 & 

log2foldchange >/= +1) 

Pairwise – differential 

expression (DE) analysis 

of memory 

compartments (DESeq2) 

Checked whether the 

protein-coding genes are also 

DE and hence formed 

lncRNA-mRNA pairs 
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ln cRN As C i s  g en es  Co mp ar tmen t  

K L R K 1 - A S 1  K L R K 1  T E M R A  

L I N C 0 0 6 1 2  K L R G 1  A l l  e f f e c t o r  m e m o r y   

L I N C 0 2 3 8 4  I F N - γ  A l l  e f f e c t o r  m e m o r y   

L I N C 0 2 0 8 4  E O M E S  A l l  e f f e c t o r  m e m o r y   

F A M 5 3 B - A S 1  F A M 5 3 B  A l l  e f f e c t o r  m e m o r y   

M S C - A S 1  M S C  A l l  e f f e c t o r  m e m o r y   

A 2 M - A S 1  P Z P  A l l  e f f e c t o r  m e m o r y   

D E N N D 3 - A S 1  D E N N D 3  A l l  e f f e c t o r  m e m o r y   

B 3 G A T 1 - D T  B 3 G A T 1  A l l  e f f e c t o r  m e m o r y   

ENSG00000257438 N U A K 1  A l l  e f f e c t o r  m e m o r y   

ENSG00000271314 P T C H 1  A l l  e f f e c t o r  m e m o r y   

ENSG00000271387 C 1 o r f 2 1  A l l  e f f e c t o r  m e m o r y   

ENSG00000234389 I L 1 8 R A P  A l l  e f f e c t o r  m e m o r y   

ENSG00000235192 G A L N T 3  A l l  e f f e c t o r  m e m o r y   

ENSG00000276241 C C L 4  A l l  e f f e c t o r  m e m o r y   

ENSG00000286942 N M U R 1  A l l  e f f e c t o r  m e m o r y   

 

Table 1.  List of lncRNA-mRNA pairs formed following the selection criteria. lncRNAs which doesn’t have an external gene name is indicated by 

their ensemble ID. The first pair is TEMRA specific (TEMRA-P & TEMRA-E) and the rest are from all effector memory compartment (TEM & 

TEMRA-P & TEMRA-E). 

 

 

A  p a r a l l e l  a p p r o a c h  w a s  t a k e n  t o  c o n f i r m  t h a t  t h e  l n c R N A s  

c o n s i d e r e d  f o r  f u n c t i o n a l  c h a r a c t e r i z a t i o n  ( T a b l e  3 )  w e r e  

e f f e c t o r - m e m o r y  s p e c i f i c .   W e i g h t e d  g e n e  c o r r e l a t i o n  n e t w o r k  

a n a l y s i s  ( W G C N A )  p e r f o r m e d  o n  t h e  b u l k  R N A - s e q  o f  C D 4 + T  

c e l l  m e m o r y  c o m p a r t m e n t s  ( m e n t i o n e d  p r e v i o u s l y )  a l o n g  w i t h  a  

w e l l - c h a r a c t e r i z e d  e f f e c t o r  i m m u n e  c e l l  ( C D 8 +  T E M R A  

c o m p a r t m e n t ,  ( k a r  e t  a l .  u n p u b l i s h e d )  w a s  u s e d  f o r  t h i s .  5 5  

m o d u l e s  w e r e  i d e n t i f i e d  i n  t h e  d a t a s e t  w i t h  c o r r e l a t e d  g e n e  

s i g n a t u r e s ,  b o t h  p o s i t i v e  a n d  n e g a t i v e  c o r r e l a t i o n s .  T r a i t s  o f  

i n t e r e s t ,  s u c h  a s  m e m o r y  t y p e  a n d  c e l l  t y p e  w e r e  g i v e n  a  

n u m e r i c a l  v a l u e  t o  a s c e r t a i n  s i g n i f i c a n c e  w i t h  t h e  m o d u l e s .  

D o n o r  t y p e  w a s  a l s o  u s e d  a s  a  t r a i t  t o  d i s c a r d  m o d u l e s  w h i c h  

s h o w e d  c o r r e l a t i o n  s i g n i f i c a n c e  w i t h  d o n o r s .  M o d u l e s  o f  
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s i g n i f i c a n t  c o r r e l a t i o n  w i t h  t r a i t  o f  i n t e r e s t  w e r e  n a r r o w e d  d o w n  

t o  1 9  a n d  t h e y  w e r e  a s s o c i a t e d  w i t h  e a r l y  l o n g - t e r m  m e m o r y  

s p e c i f i c ,  l o n g - t e r m  m e m o r y  s p e c i f i c ,  e f f e c t o r - m e m o r y  s p e c i f i c  

a n d  l a t e  e f f e c t o r  m e m o r y  s p e c i f i c  s i g n a t u r e s .   

 

D e t a i l e d  a n a l y s i s  o f  t h e  m o d u l e s  r e v e a l e d  t h a t  t h e  l n c R N A s  

s e l e c t e d  w e r e  c o m i n g  i n  t h r e e  m o d u l e s  ( w h i c h  w e r e  i n c l u d e d  i n  

t h e  1 9  m o d u l e s  m e n t i o n e d ) :  y e l l o w  ( 4  l n c R N A s ) ,  b l a c k  (1  

l n c R N A ) ,  a n d  d a r k o r a n g e 2  ( 1  l n c R N A )  ( f i g  6 ) .  A l l  t h r e e  m o d u l e s  

w e r e  e n r i c h e d  w i t h  e f f e c t o r - m e m o r y  s p e c i f i c  g e n e s ,  a n d  t h e y  

w e r e  p o s i t i v e l y  c o r r e l a t e d  w i t h  e f f e c t o r - m e m o r y  t y p e  a n d  l a t e  

m e m o r y  c e l l  t y p e  t r a i t  ( T E M ,  T E M R A - P ,  T E M R A - E  &  C D 8  

T E M R A )  ( T a b l e  2 ) .  T h e r e f o r e ,  t h e  l n c R N A s  s h o r t l i s t e d  w e r e  

c o n f i r m e d  t o  b e  e f f e c t o r  m e m o r y  s p e c i f i c .  T h i s  i s  f u r t h e r  

s u p p o r t e d  b y  t h e  e v i d e n c e  t h a t  m o s t  o f  t h e  l n c R N A s  s h o r t l i s t e d  

h e r e  a r e  e x p r e s s e d  b y  o t h e r  w e l l - c h a r a c t e r i z e d  e f f e c t o r  i m m u n e  

c e l l s  ( N K  c e l l s  a n d  e f f e c t o r  C D 8 +  T  c e l l )  D I C E  ( h t t p s : / / d i c e -

d a t a b a s e . o r g / )  ( H u d s o n ,  W .  H .  e t  a l . ,  2 0 1 9 ) .  T h e r e f o r e ,  I  

s e l e c t e d  t h o s e  s i x  e f f e c t o r - m e m o r y  s p e c i f i c  l n c R N A s  f o r  

f u n c t i o n a l  c h a r a c t e r i z a t i o n  ( t a b l e  3 ) .  T a k e n  t o g e t h e r ,  w i t h  t h e  

h e l p  o f  d i f f e r e n t i a l  e x p r e s s i o n  a n a l y s i s  ( C D 4 +  T  c e l l  m e m o r y  

c o m p a r t m e n t s ) ,  d a t a  f r o m  W G C N A  ( b y  c o n s i d e r i n g  C D 8 +  

T E M R A  w i t h  C D 4 +  T  c e l l  m e m o r y  c o m p a r t m e n t s )  a n d  s t u d i e s  

s h o w i n g  t h e  e x p r e s s i o n  o f  s e l e c t e d  l n c R N A s  b y  w e l l -

c h a r a c t e r i z e d  e f f e c t o r - i m m u n e  c e l l s  D I C E ,  I  w a s  a b l e  t o  s h o w  

t h a t  t h e  s e l e c t e d  l n c R N A s  a r e  e f f e c t o r  i m m u n e - m e m o r y  s p e c i f i c .  
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M o d u l e  M o d u l e - t r a i t  

c o r r e l a t i o n  

( M e m o r y  t y p e )  

M o d u l e - t r a i t  

c o r r e l a t i o n  

( C e l l  t y p e )  

Y e l l o w  0 . 8 3  ( 2 * e - 1 8 )  0 . 7 5  ( 2 * e - 1 3 )  

B l a c k  0 . 7 1  ( 1 * e - 1 1 )  0 . 6 3  ( 7 * e - 9 )  

D a r k o r a n g e 2  0 . 6 7  ( 4 * e - 1 0 )  0 . 3 9  ( 1 * e - 3 )  

 

Table 2. The modules-trait correlation of the modules of interest. The Pearson correlations calculated are statistically significant with p values in 

parentheses. 

 

 

 

Figure 6: Heatmap depicting the modules of interest, yellow (a), black (b) and darkorange2 (c) – specific to effector memory. lncRNAs coming 

in each module along with some effector-memory specific genes from the modules are highlighted. The genes are ordered according to 

hierarchical clustering and each row corresponds to a gene coloured by the normalized z-score. Samples (cell type) are arranged based on their 

effector profile. 
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l n c R N A  C i s - g e n e  s p e a r m a n  

c o r r e l a t i o n  ( r )   

K L R K 1 - A S 1  K L R K 1  0.83 

L I N C 0 0 6 1 2  K L R G 1  0.93 

L I N C 0 2 3 8 4  I F N G  0.86 

L I N C 0 2 0 8 4  E O M E S  0.82 

Z E B 2 - A S 1  Z E B 2  0.87 

Z E B 2 - A S  Z E B 2  0.85 

 

Table 3. List of lncRNA-mRNA pairs selected for functional characterization. The corresponding correlation coefficient for each lncRNA-mRNA 

pair is given. All the correlation are statistically significant (P (two tailed) < 0.0001). 

 

 

Add i t i ona l  de ta i ls  o f  the  ln cRN A-mRN A pa i r s  

se lec ted  for  fun c t ion a l  ch arac ter i za t ion  

 

K L R K 1 - A S 1  a n d  K L R K 1 :  K L R K 1 - A S 1  i s  a  l n c R N A  ( 4  s p l i c e  

v a r i a n t s )  w h i c h  i s  l o c a t e d  o n  c h r o m o s o m e  1 2  a n d  a n t i s e n s e  t o  

K L R K 1 .  K L R K 1  i s  a n  a c t i v a t i n g  c e l l  s u r f a c e  r e c e p t o r  

p r e d o m i n a n t l y  e x p r e s s e d  o n  c y t o t o x i c  i m m u n e  c e l l s  l i k e  N K  

c e l l s  a n d  C D 8 +  T  c e l l s ,  w h e r e  t h e i r  l i g a n d s  a r e  p r e s e n t e d  b y  

s t r e s s e d  c e l l s  ( L ó p e z - L a r r e a  e t  a l . ,  2 0 0 8 ) .  T h e y  h a v e  a l s o  

b e e n  c h a r a c t e r i z e d  a s  a  c o - s t i m u l a t o r y  m o l e c u l e  o f  C D 8 + T  

c e l l s  ( G r o h  e t  a l . ,  2 0 0 1 ) .  R e c e n t  s t u d i e s  h a v e  s h o w n  t h e i r  

i n v o l v e m e n t  i n  C D 4 +  T  c e l l  d i f f e r e n t i a t i o n  i n  d i s e a se  

c o n d i t i o n s  ( Z h o u  e t  a l . ,  2 0 2 3 ) .  

 

L I N C 0 2 0 8 4  &  E O M E S :  L I N C 0 2 0 8 4  i s  a  l n c R N A  w h i c h  i s  l o c a t e d  

o n  c h r o m o s o m e  3  a n d  9 . 5  K b  a w a y  f r o m  t h e  T S S  o f  

E O M E S .   E O M E S ,  l i k e  T - b e t  ( t h e  T h 1 ' m a s t e r  r e g u l a t o r ' ) ,  

b e l o n g s  t o  t h e  T - b o x  t r a n s c r i p t i o n  f a c t o r  f a m i l y  ( P a p a i o a n n o u  

a n d  S i l v e r ,  2 0 0 3 ) .  W h i l e  i t  w a s  i n i t i a l l y  i d e n t i f i e d  f o r  i t s  

i n v o l v e m e n t  i n  e m b r y o n i c  d e v e l o p m e n t ,  E O M E S  h a s  n o w  b e e n  

s h o w n  t o  p e r f o r m  e s s e n t i a l  r o l e s  i n  t h e  i m m u n e  s y s t e m ,  

p a r t i c u l a r l y  i n  T  c e l l s .  S t u d i e s  o n  C D 8 +  T  c e l l s  h a v e  
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e s t a b l i s h e d  t h e i r  i n v o l v e m e n t  i n  c y t o t o x i c  a c t i v i t y  ( P e a r c e  e t  

a l . ,  2 0 0 3 ) ,  a n d  r e c e n t l y ,  t h e i r  i n v o l v e m e n t  i n  C D 4 +  T  c e l l s  h a s  

a l s o  b e e n  i d e n t i f i e d  ( Q u i  e t  a l . ,  2 0 1 1 ) .     

     

L I N C 0 2 3 8 4  &  I F N - γ :  L I N C 0 2 3 8 4  i s  a  l n c R N A  ( 2  s p l i c e  v a r i a n t s )  

w h i c h  i s  l o c a t e d  o n  c h r o m o s o m e  1 2  a n d  2 2 4  K b  a w a y  f r o m  t h e  

T S S  o f  I F N - γ .  I F N - γ  i s  a  c y t o k i n e  s e c r e t e d  m a i n l y  b y  n a t u r a l  

k i l l e r  ( N K )  c e l l s  a n d  a c t i v a t e d  T  c e l l s .  I t  h a s  t h e  a b i l i t y  t o  

s t i m u l a t e  t h e  i n n a t e  i m m u n e  s y s t e m ,  i m p r o v e  a n t i g e n  

p r e s e n t a t i o n ,  a n d  m e d i a t e  a n t i v i r a l  a n d  a n t i b a c t e r i a l  i m m u n i t y  

( T a u  a n d  R o t h m a n ,  1 9 9 9 ) .  I F N - γ  p l a y s  a  c r u c i a l  r o l e  i n  c a s e  o f  

C D 4 +  T  c e l l s  t h a t  f a c i l i t a t e s  t h e  d i f f e r e n t i a t i o n  o f  n a i v e  C D 4 +  

c e l l s  i n t o  e f f e c t o r  T h 1  T  c e l l s  ( B r a d l e y  e t  a l . ,  1 9 9 6 ;  S e r r o u k h  e t  

a l . ,  2 0 1 8 ) .    

 

L I N C 0 0 6 1 2  &  K L R G 1 :  L I N C 0 0 6 1 2  i s  a  l n c R N A  ( 2  s p l i ce  

v a r i a n t s )  w h i c h  i s  l o c a t e d  o n  c h r o m o s o m e  1 2  a n d  5 4  K b  a w a y  

f r o m  K L R G 1 .  K L R G 1  i s  a  c o - i n h i b i t o r y  r e c e p t o r  f o u n d  o n  

n a t u r a l  k i l l e r  c e l l s  a n d  h u m a n  T  c e l l s  t h a t  h a v e  e n c o u n t e r e d  

a n t i g e n s ,  w h i c h  i s  a  m e m b e r  o f  t h e  l e c t i n - l i k e  i n h i b i t o r y  k i l l e r  

c e l l  r e c e p t o r  f a m i l y  ( I b e g b u  e t  a l . ,  2 0 0 5 ; ) .  K L R G 1  i s  

c o n v e n t i o n a l l y  u s e d  a s  a  m a r k e r  o f  s e n e s c e n c e  a n d  i s  h i g h l y  

e x p r e s s e d  b y  t e r m i n a l  e f f e c t o r  T  c e l l s  ( H e n s o n  &  A k b a r ,  2 0 0 9 ) .  

A p a r t  f r o m  b e i n g  a  m a r k e r  o f  s e n e s c e n c e ,  t h e y  h a v e  b e e n  

s h o w n  t o  b e  i n v o l v e d  i n  a d d i t i o n a l  s i g n a l i n g  p a t h w a y s  i n  

t e r m i n a l l y  d i f f e r e n t i a t e d  T  c e l l s  ( L i  e t  a l . ,  2 0 1 6 ;  H u  Z h i D o n g  

e t  a l . ,  2 0 1 8 )  

 

Z E B 2 - A S 1 ,  Z E B 2 - A S  a n d  Z E B 2 :  Z E B 2 - A S 1  ( 4  s p l i c e  v a r i a n t s )  

a n d  Z E B 2 - A S  ( a  n o v e l  t r a n s c r i p t ,  a n t i s e n s e  t o  Z E B 2 )  i s  a  

l n c R N A  w h i c h  i s  l o c a t e d  o n  c h r o m o s o m e  2  a n d  a n t i s e n s e  t o  

Z E B 2 .  Z E B 2  i s  a  m e m b e r  o f  t h e  z i n c - f i n g e r  E  h o m e o b o x -

b i n d i n g  ( Z E B )  p r o t e i n  f a m i l y  o f  t r a n s c r i p t i o n  f a c t o r s .  T h e y  a r e  
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m o s t  r e c o g n i z e d  f o r  s u p p r e s s i n g  e p i t h e l i a l  g e n e s  t o  i n d u c e  t h e  

e p i t h e l i a l - t o - m e s e n c h y m a l  t r a n s i t i o n  ( E M T )  ( V a n d e w a l l e  e t  

a l . ,  2 0 0 5 ) .  T r a n s c r i p t o m e  a n a l y s i s  o f  C D 8 +  T  c e l l s  h a s  

r e v e a l e d  t h a t  Z E B 2  i s  h i g h l y  e x p r e s s e d  i n  e f f e c t o r  c e l l s  

( G a t t i n o n i  e t  a l . ,  2 0 1 1 ) .  A n d  s e v e r a l  s t u d i e s  h a v e  s h o w n  t h a t  

Z E B 2  p r o b a b l y  f u n c t i o n s  i n  a  b r o a d e r  t r a n s c r i p t i o n a l  n e t w o r k  

w i t h  T - b e t  a n d  I D 2 ,  c o n t r o l l i n g  g e n e s  r e q u i r e d  f o r  t h e  

d e v e l o p m e n t  o f  t h e  e f f e c t o r - m e m o r y  T  c e l l  s t a t e  w h i l e  l i m i t i n g  

t h e  c a p a c i t y  o f  l o n g - t e r m  m e m o r y  c e l l s  ( O m i l u s i k  e t  a l  2 0 1 5 ;  

D o m i n g u e z  e t  a l . ,  2 0 1 5 ) .  

 

 

R egul a t ion  o f  ln cRN A -mRN A p a i r s  a t  th e  chro mat in  

l eve l    

 

N u c l e o s o m e - f r e e  ( d e - r e p r e s s e d )  r e g i o n  o f  t h e  c h r o m a t i n  

a r o u n d  a  g e n e  b o d y  m i g h t  b e  a n  i n d i c a t i o n  t o w a r d s  t h e  

t r a n s c r i p t i o n a l  s t a t e  o f  t h e  g e n e  -  a c t i v e ,  h a s  b e e n  a c t i v e  

r e c e n t l y ,  o r  g o i n g - t o - b e  a c t i v e .  S i m u l t a n e o u s l y  a n a l y z i n g  t h e  

o p e n  c h r o m a t i n  r e g i o n  a l o n g  w i t h  t h e  t r a n s c r i p t o m e  w i l l  

p r o v i d e  a d d i t i o n a l  l e v e l s  o f  i n f o r m a t i o n ,  s u c h  a s  i d e n t i f y i n g  

w h a t  i s  o n l y  p o i s e d  b u t  n o t  e x p r e s s e d  a t  t h e  t r a n s c r i p t  l e v e l  

i n  a  s u b s e t - s p e c i f i c  m a n n e r .  T o  o b t a i n  a d d i t i o n a l  l e v e l  o f  

i n f o r m a t i o n  a b o u t  t h e  l n c R N A - m R N A  p a i r s  s e l e c t e d ,  t r a c k s  

g e n e r a t e d  i n  t h e  U C S C  g e n o m e  b r o w s e r  w e r e  u s e d  ( u s i n g  d a t a  

f r o m  b u l k  A T A C - s e q  ( o p e n n e s s  o f  c h r o m a t i n )  &  R N A  s e q  o f  

C D 4 +  T  c e l l  m e m o r y  c o m p a r t m e n t s )  ( K a r  e t  a l .  u n p u b l i s h e d )  

( f i g  7 ) .   

 

L I N C 0 2 0 8 4  a n d  E O M E S :  E x p r e s s i o n  o f  t h i s  l n c R N A - m R N A  p a i r  

i s  e f f e c t o r  m e m o r y - s p e c i f i c ,  a s  d i s c u s s e d  p r e v i o u s l y .  T h i s  i s  

f u r t h e r  v i s u a l l y  c o n f i r m e d  b a s e d  o n  t h e  R N A  t r a c k s  i n  t h e  

U C S C  g e n o m e  b r o w s e r  p l o t  ( b o t t o m  h a l f ) .  I n t e r e s t i n g l y ,  t h e  
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o p e n  c h r o m a t i n  a n a l y s i s  s h o w s  t h e  T S S  t o  b e  o p e n  a c r o s s  a l l  

t h e  m e m o r y  c o m p a r t m e n t s  i r r e s p e c t i v e  o f  t h e i r  e f f e c t o r  s t a t u s  

f o r  b o t h  E O M E S  a n d  L I N C 0 2 0 8 4  ( i n d i c a t e d  b y  h i g h - i n t e n s i t y  

p e a k s  a t  t h e  s t a r t  s i t e  o f  E O M E S  a n d  L I N C 0 2 0 8 4 ) .  T h i s  h i n t s  

t o w a r d  a  r e g u l a t i o n  b y  a n  e l e m e n t  f u r t h e r  u p s t r e a m  o f  t h i s  

p a i r .  F u r t h e r m o r e ,  t h o u g h  t h e  i n t e n s i t y  a t  T S S  i s  n o t  v a r i a b le  

a c r o s s  t h e  m e m o r y  c o m p a r t m e n t s ,  t h e r e  i s  m o r e  o p e n n e s s  a t  

t h e  e x o n i c  r e g i o n  o f  E O M E S  i n  t h e  e f f e c t o r  m e m o r y  

c o m p a r t m e n t s .  T h i s  c o u l d  h i n t  a t  t h e  p r o p e n s i t y  o f  e x p r e s s i o n  

o f  E O M E S  u p o n  r e g u l a t i o n  b y  i t s  l n c R N A  c o u n t e r p a r t  ( f i g  7 a ) .  

 

L I N C 0 2 3 8 4  &  I F N - γ :  T h i s  i s  a l s o  a n  e f f e c t o r  p a i r  d i s c u s s e d  

a b o v e ,  w i t h  f u r t h e r  e v i d e n c e  f r o m  t h e  R N A  t r a c k s  o f  t h e  U C S C  

g e n o m e  b r o w s e r .  O p e n n e s s  a r o u n d  T S S  g r a d u a l l y  i n c r e a s e s  

a l o n g  w i t h  i n c r e a s i n g  e f f e c t o r - n e s s  o f  m e m o r y  c o m p a r t m e n t s  

( N a i v e  <  T S C M  <  T C M  <  T E M  <  T E M R A - P  <  T E M R A - E ) .  F u r t h e r ,  

a s  m R N A  e x p r e s s i o n  i s  o b s e r v e d  i n  t h e  e f f e c t o r  m e m o r y  

c o m p a r t m e n t s ,  t h e  c o r r e s p o n d i n g  e x o n i c  r e g i o n  i s  o p e n .  T h i s  

o b s e r v a t i o n  s u g g e s t s  t h e  r e g u l a t o r y  p o t e n t i a l  o f  L I N C 0 2 3 8 4  

w i t h  r e s p e c t  t o  I F N - γ  e x p r e s s i o n  i n  a n  e f f e c t o r - m e m o r y -

s p e c i f i c  s c e n a r i o  ( f i g  7 b ) .  

 

K L R K 1 - A S 1  a n d  K L R K 1 :  E x p r e s s i o n  o f  t h i s  l n c R N A - m R N A  p a i r  

i s  T E M R A  s p e c i f i c  a s  d i s c u s s e d  p r e v i o u s l y .  T h o u g h  t h e  

e x p r e s s i o n  o f  K L R K 1 - A S 1  w a s  o b s e r v e d  i n  e f f e c t o r - m e m o r y ,  

t h e  o p e n n e s s  n e a r  t h e  T S S  i s  t h e  o p p o s i t e ,  h a v i n g  t h e  h i g h e s t  

i n t e n s i t y  p e a k  i n  t h e  n a i v e  c o m p a r t m e n t .  T h i s  s u g g e s t s  a  

n e g a t i v e  f e e d b a c k  l o o p  f o r  t h e  e x p r e s s i o n  o f  t h e  l n c R N A  w h e r e  

i t s  e x p r e s s i o n  n e g a t i v e l y  r e g u l a t e s  t h e  o p e n n e s s  a t  T S S .  

C o n v e r s e l y ,  f o r  K L R K 1 ,  t h e  T S S  a n d  e x o n i c  r e g i o n  a r e  o p e n  

o n l y  i n  t h e  T E M R A  c o m p a r t m e n t ,  s u g g e s t i n g  a  p l a u s i b l e  

r e g u l a t i o n  t h a t  K L R K 1  e x p r e s s i o n  m a y  b e  t i g h t l y  c o n t r o l l e d  b y  

K L R K 1 - A S 1  ( f i g  7 c ) .  
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L I N C 0 0 6 1 2  a n d  K L R G 1 :  S i m i l a r  t o  t h e  p r e v i o u s  p a i r  ( K L R K 1 -

A S 1  a n d  K L R K 1 ) ,  t h e  d y n a m i c i t y  i n  t h e  g e n e  b o d y  o p e n n e s s  

s u g g e s t s  t h e  l i m i t e d  e x p r e s s i o n  o f  K L R G 1  i n  t h e  e f f e c t o r  

m e m o r y  c o m p a r t m e n t  ( f i g  7 d ) .  

 

Z E B 2 - A S 1 ,  Z E B 2 - A S ,  a n d  Z E B 2 :  t h e  R N A  e x p r e s s i o n  l e v e l  i s  

h i g h  i n  e f f e c t o r  m e m o r y  a n d  c o r r o b o r a t e s  w i t h  o p e n n e s s  o f  

T S S .  B u t  t h e  i n t e r e s t i n g  t h i n g  t o  n o t e  h e r e  i s  t h e  a p p a r e n t  

m R N A  e x p r e s s i o n  i n  T S C M  i r r e s p e c t i v e  o f  l o w e r  l e v e l s  o f  

o p e n n e s s  i n  c h r o m a t i n  ( i n d i c a t e d  b y  l e s s  i n t e n s e  p e a k s  a t  T S S  

a s  c o m p a r e d  t o  e f f e c t o r  m e m o r y  s u b s e t s ) .  T h i s  w a r r a n t s  

f u r t h e r  s i g n i f i c a n c e  t e s t i n g  o f  t h e  p e a k s  ( f i g  7 e ) .  
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              Legend in page 37 
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Figure 7. Tracks generated in the UCSC genome browser for lncRNA-mRNA pairs. Peaks corresponds to openness of chromatin (ATAC-seq) 

and RNA expression level (RNA-seq). Genome position of the lncRNA gene (green) and their corresponding protein-coding gene (dark blue) is 

given at the bottom. Transcript variants are coloured same.  For ATAC-seq, openness corresponding to TSS is only labelled (red box). For RNA-

seq, the entire exons are labelled and peak corresponds to respective exons represent the expression level. Higher the intensity of the peaks, 

higher the openness of chromatin and RNA expression level and vice versa.  
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Discussion 

 

L a r g e - s c a l e  c h a n g e s  o c c u r  t h r o u g h  t h e  c o u r s e  o f  m e m o r y  

d e v e l o p m e n t ,  a t  b o t h  t r a n s c r i p t o m i c  a s  w e l l  a s  e p i g e n e t i c  

l e v e l s .  P r e v i o u s  s t u d i e s  h a v e  d e m o n s t r a t e d  t h a t  t r a n s c r i p t o m i c  

c h a n g e s  a r e  n o t  l i m i t e d  t o  p r o t e i n - c o d i n g  g e n e s ;  n o n - c o d i n g  

g e n e s  w e r e  a l s o  d i f f e r e n t i a l l y  e x p r e s s e d  ( R a n z a n i  e t  a l . ,  2 0 1 5 ;  

H u d s o n  e t  a l . ,  2 0 1 9 ) .  l n c R N A s ,  w h i c h  r e p r e s e n t  a  m a j o r  c l a s s  

a m o n g  t h e  n o n - c o d i n g  g e n e s ,  h a v e  b e e n  s h o w n  t o  p e r f o r m  a  

w i d e  a r r a y  o f  f u n c t i o n s  a n d  h a v e  b e e n  v e r i f i e d  t o  p l a y  r e g u l a t o r y  

r o l e s  i n  i n n a t e  a n d  a d a p t i v e  i m m u n e  r e s p o n s e s  ( Z h a n g  e t  a l . ,  

2 0 1 9 ;  P e t e r m a n n  e t  a l . ,  2 0 1 9 ;  S p u r l o c k  I I I  e t  a l . ,  2 0 1 5 ) .  

l n c R N A s  h a v e  a l s o  b e e n  s h o w n  t o  p l a y  r e g u l a t o r y  r o l e s  i n  T  

m e m o r y  d e v e l o p m e n t ,  b u t  t h e  s t u d i e s  w e r e  l i m i t e d  t o  

c o n v e n t i o n a l  m e m o r y  c o m p a r t m e n t s  ( l i k e  T C M ,  T E M )  a n d  h e l p e r  

s u b s e t s  ( T h 1 ,  T h 2 ,  T h 1 7 ,  T r e g )  ( S p u r l o c k ,  e t  a l . ,  2 0 1 7 ;  R a n z a n i  

e t  a l . ,  2 0 1 5 ) .  H e r e ,  I  a n a l y s e d  t h e  t r a n s c r i p t o m e  o f  C D 4 +  T  c e l l  

m e m o r y  a t  a  h i g h e r  r e s o l u t i o n  b y  f u r t h e r  d i v i d i n g  l o n g - t e r m  

m e m o r y  c o m p a r t m e n t s  i n t o  T S C M  a n d  T C M ,  a n d  e f f e c t o r -

m e m o r y  c o m p a r t m e n t s  i n t o  T E M ,  T E M R A - P ,  a n d  T E M R A - E  t o  

e x t e n d  t h e  u n d e r s t a n d i n g  o f  l n c R N A s  i n  C D 4 +  T  c e l l  m e m o r y  

c o m p a r t m e n t s .  P r i n c i p a l  c o m p o n e n t  a n a l y s i s  ( P C A )  o n  t h e  

t r a n s c r i p t o m e  r e v e a l e d  t h a t  l n c R N A s  w e r e  d i f f e r e n t i a l l y  

e x p r e s s e d  a c r o s s  m e m o r y  c o m p a r t m e n t s  l i k e  p r o t e i n - c o d i n g  

g e n e s ,  a n d  t h e y  c l u s t e r e d  t h e  m e m o r y  c o m p a r t m e n t s  i n t o  l o n g -

t e r m  m e m o r y  a n d  e f f e c t o r  m e m o r y  a l o n g  t h e  P C 1 .   E v e n  t h o u g h  

b o t h  p r o t e i n - c o d i n g  a n d  l n c R N A s  c l u s t e r e d  t h e  s a m e  w a y ,  T h e  

P C 1  ( 3 2 % )  o f  p r o t e i n - c o d i n g  g e n e s  w a s  h i g h  c o m p a r e d  t o  t h e  

P C 1  ( 2 0 % )  o f  l n c R N A s .  T h i s  c o u l d  b e  a t t r i b u t e d  t o  t h e  f a c t  t h a t  

l n c R N A s  a r e  l o w l y  e x p r e s s e d  m o l e c u l e s  a s  c o m p a r e d  t o  m R N A s  

o r  t h e  d i s t i n c t  e x p r e s s i o n  o f  l n c R N A s  a c r o s s  m e m o r y  i s  l e s s  

p r o n o u n c e d  a s  c o m p a r e d  t o  m R N A s .  
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T h i s  o b s e r v a t i o n  o f  c l u s t e r i n g  t h e  m e m o r y  c o m p a r t m e n t s  l e d  t o  

f u r t h e r  e x p l o r i n g  t h e  d a t a s e t  t o  i d e n t i f y  t h e  s t r o n g  l n c R N A  

c a n d i d a t e s  a s s o c i a t e d  w i t h  t h i s .  C o n s i d e r i n g  t h e  n a t u r e  o f  t h e  

d a t a s e t  I  u s e d ,  h a v i n g  r e p r e s e n t a t i o n  f r o m  l o n g - t e r m  m e m o r y  

a n d  e f f e c t o r  m e m o r y  c o m p a r t m e n t s ,  t h i s  s t u d y  h e l p e d  t o  c a p t u r e  

s t r o n g  l n c R N A  c a n d i d a t e s  t h a t  s e e m  t o  b e  a s s o c i a t e d  w i t h  

l o n g e v i t y  a n d  e f f e c t o r  p r o f i l e  o f  C D 4  T  c e l l s .  T h e r e f o r e ,  t h e  

e x p r e s s i o n  p a t t e r n  o f  t h e s e  m e m o r y  s p e c i f i c  l n c R N A s  m i g h t  b e  

u s e f u l  i n  d e f i n i n g  C D 4 + T  c e l l  m e m o r y  c o m p a r t m e n t s  i n t o  l o n g -

t e r m  a n d  e f f e c t o r  m e m o r y  c o m p a r t m e n t s .   F u r t h e r  s t u d i e s  n e e d  

t o  b e  p e r f o r m e d  t o  v e r i f y  t h e i r  r e g u l a t o r y  r o l e s  a n d  t o  m a k e  a  

g e n e r a l  s t a t e m e n t  t h a t  t h e y  a r e  n o t  l i m i t e d  t o  C D 4 +  T  c e l l s .  

 

T h i s  s t u d y  a l s o  o p e n e d  u p  t h e  s c o p e  f o r  i d e n t i f y i n g  p o t e n t i a l  

c i s - r e g u l a t o r y  l n c R N A s  a n d  p r o t e i n - c o d i n g  g e n e s ,  w h e r e  

l n c R N A s  a r e  k n o w n  t o  h a v e  r e g u l a t o r y  r o l e s  o n  t h e i r  c i s  p r o t e i n -

c o d i n g  g e n e s  ( S p u r l o c k  I I I  e t  a l . ,  2 0 1 5 ;  Z h a n g  e t  a l . ,  2 0 1 9 ) .  

W i t h  t h e  d i f f e r e n t i a l  e x p r e s s i o n  a n a l y s i s  a n d  W G C N A ,  I  

i d e n t i f i e d  e f f e c t o r - m e m o r y  s p e c i f i c  l n c R N A s  a n d  p a i r e d  s o m e  

l n c R N A s  w i t h  t h e i r  c i s  p r o t e i n - c o d i n g  g e n e s .  I n t e r e s t i n g l y ,  t h e  

l n c R N A s  s e l e c t e d  a r e  a l s o  e x p r e s s e d  b y  o t h e r  w e l l -

c h a r a c t e r i z e d  e f f e c t o r  i m m u n e  c e l l s  ( N K  c e l l s  a n d  e f f e c t o r  C D 8 +  

T  c e l l s ) ,  f u r t h e r  s u p p o r t i n g  t h e i r  r o l e  a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  

e f f e c t o r  p r o f i l e .  T h e r e f o r e ,  t h i s  s t u d y  w a s  a b l e  t o  c a p t u r e  

e f f e c t o r - s p e c i f i c  l n c R N A s  i n  t h e  C D 4 +  T  c e l l  c o n t e x t ,  w h i c h  i s  a  

l e s s  e x p l o r e d  a r e a .  H o w e v e r ,  f u n c t i o n a l  c h a r a c t e r i z a t i o n  i s  

n e e d e d  t o  v e r i f y  t h e i r  r e g u l a t o r y  r o l e .   

 

l n c R N A s  a r e  a l s o  k n o w n  f o r  t h e i r  r e g u l a t o r y  r o l e s  i n  v a r i o u s  

c e l l u l a r  p r o c e s s e s  a n d  i n  d i s e a s e  c o n d i t i o n s  ( P a t i l  e t  a l . ,  2 0 1 4 ;  

L i  e t  a l . ,  2 0 2 1 ) .  T h i s  h i n t s  a t  t h e  n o t i o n  t h a t  t i g h t  r e g u l a t i o n  o f  

t h e  l n c R N A s  i s  c r i t i c a l  f o r  n o r m a l  p h y s i o l o g i c a l  f u n c t i o n i n g .  T o  

e x p l o r e  t o  w h a t  d e g r e e  t h i s  n o t i o n  i s  a p p l i c a b l e  t o  t h e  l n c R N A s  

s e l e c t e d  ( f o r  f u n c t i o n a l  c h a r a c t e r i z a t i o n ) ,  r e g u l a t i o n  a t  t h e  



40 
 

o p e n  c h r o m a t i n  l e v e l  w a s  e x p l o r e d .  T h e  a n a l y s i s  b a s e d  o n  

t r a c k s  g e n e r a t e d  i n  t h e  U C S C  g e n o m e  b r o w s e r  s h o w e d  t h a t  

l n c R N A s  a r e  t i g h t l y  r e g u l a t e d  a t  t h e  c h r o m a t i n  l e v e l ,  a n d  t h i s  

m i g h t  b e  r e s p o n s i b l e  f o r  t h e  t i g h t  r e g u l a t i o n  o f  t h e i r  

c o r r e s p o n d i n g  p r o t e i n - c o d i n g  g e n e s .  F o r  e x a m p l e ,  K L R K 1 - A S 1 -

K L R K 1  a n d  L I N C 0 0 6 1 2 - K L R G 1  s h o w e d  a  s i m i l a r  p a t t e r n  w h e r e  

t h e  l n c R N A  e x p r e s s i o n  i t s e l f  i s  t i g h t l y  r e g u l a t e d  i r r e s p e c t i v e  o f  

t h e i r  T S S  o p e n n e s s ,  r e s u l t i n g  i n  t h e i r  e f f e c t o r - s p e c i f i c  

e x p r e s s i o n  p a t t e r n .  H o w e v e r ,  t h e  m e n t i o n e d  o b s e r v a t i o n  o f  

r e g u l a t i o n  a t  t h e  c h r o m a t i n  l e v e l  i s  p u r e l y  b a s e d  o n  t h e  t r a c k s  

g e n e r a t e d  i n  t h e  U C S C  g e n o m e  b r o w s e r  u s i n g  A T A C - s e q  d a t a ,  

i t  d e m a n d s  f u r t h e r  a n a l y s i s  o f  t h e  A T A C - s e q  d a t a  i n  d e p t h  t o  

m a k e  a n y  c o n c l u s i v e  s t a t e m e n t s .  

 

O v e r a l l ,  t h i s  s t u d y  c o n t r i b u t e d  t o  a d d i n g  a n  a d d i t i o n a l  l a y e r  o f  

i n f o r m a t i o n  t o  t h e  e x i s t i n g  k n o w l e d g e  a b o u t  t h e  r o l e  o f  l n c R N A s  

i n  t h e  c o n t e x t  o f  C D 4 +  T  c e l l  d i f f e r e n t i a t i o n  i n t o  d i f f e r e n t  

m e m o r y  c o m p a r t m e n t s .  I m p o r t a n t l y ,  t h i s  s t u d y  l e d  t o  t h e  

i d e n t i f i c a t i o n  o f  s t r o n g  c a n d i d a t e  l n c R N A s  r e s p o n s i b l e  f o r  

l o n g e v i t y  a n d  e f f e c t o r  p r o f i l e  o f  C D 4 +  m e m o r y  T  c e l l s .  

A d d i t i o n a l l y ,  t h i s  s t u d y  i d e n t i f i e d  p o t e n t i a l  c i s - r e g u l a t o r y  

l n c R N A s  a n d  p r o t e i n - c o d i n g  g e n e s  s p e c i f i c  t o  e f f e c t o r - s p e c i f i c  

m e m o r y  c o m p a r t m e n t s  w h i c h  r e p r e s e n t  e x c e l l e n t  t a r g e t s  f o r  

f u t u r e  f u n c t i o n a l  s t u d i e s .  
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