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1. RESUMEN

Las células Natural Killer (NK) juegan un papel esencial en la inmunidad
contra tumores e infecciones virales a travées de dos mecanismos
fundamentales: secrecidn de citocinas y funcién citotéxica[1],[2]. Por lo tanto,
una mejor caracterizacion de los mecanismos moleculares y celulares que
regulan estos procesos es de gran importancia para evaluar la modulacion
de sus funciones efectoras en el ambito clinico. Por su parte, la familia de
proteinas SLAM es un grupo de receptores transmembranales que se
expresan de forma diferencial en las células hematopoyéticas. Las células
NK expresan varios miembros de la familia SLAM, dentro de los cuales, los
receptores 2B4 y SLAMF7 son los mejor estudiados. En el modelo murino, la
expresion del ligando de SLAMF7en la célula diana, estimula la funcion
citotoxica de las células NK a través de un mecanismo dependiente de la
proteina adaptadora EAT-2, sin embargo, se desconoce si la funcion y modos
de acciéon de SLAMF7 estan conservados en células NK humanas. Estudios
previos en células NK de origen humano mostraron que el entrecruzamiento
de SLAMF7 en la superficie de las células NK, mediante el empleo de
anticuerpos especificos, estimula la funcidn citotoxica de las células NK. Asi
mismo, se observo que la expresion de SLAMF7 en células tumorales que
carecen de moléculas del MHC-I son eliminadas mas eficientemente por
células NK en comparacion de su contraparte, que no expresa SLAMF7.
Estos resultados sugieren que SLAMF7 es un receptor que promueve la
activacion de células NK, sin embargo, no son claros los mecanismos
subyacentes. Es por eso que en este trabajo nos enfocamos en evaluar el
patréon de expresion de SLAMF7 en diferentes subpoblaciones y estadios de
activacion de células NK humanas, asi como determinar su participacion en
eventos tales como citotoxicidad y adhesion celular. Finalmente, con el
objetivo de iniciar la caracterizacion de los mecanismos intracelulares en
células NK humanas, evaluamos la dependencia de las funciones mediadas
por SLAMF7 por algunas proteinas de sefializacion. Para lograr estos
objetivos, se expreso ectdopicamente SLAMF7 en células Hela, las cuales
sirvieron como un modelo de células que son susceptibles a la funcion litica

de las células NK. Se realizaron varios ensayos funcionales basados en el
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uso de citometria de flujo y. Nuestros resultados mostraron que la expresiéon
basal de SLAMF7 esta regulada en funcién del estadio de activacion de las
células NK. La influencia de SLAMF7 sobre la formacion de conjugados
celulares demostré que la presencia de este receptor en las células HelLa
disminuyo significativamente el porcentaje de conjugados entre células NK y
células blanco. Estos resultados sugieren que SLAMF7 puede estar impactar
en el proceso de adhesion celular en células NK como uno de los principales
mecanismos por los cuales se pueda estar modulando la respuesta citotoxica
de las células NK. Sin embargo, aun falta evaluar si SLAMF7 participa en

modular otros eventos discretos como son la polarizacion y desgranulacion.



2. INTRODUCCION

2.1 Células NK

Las células Natural Killer (NK) son células citotoxicas que pertenecen a las
células linfoides innatas (ILC). Debido a su capacidad de eliminar células
infectadas por vitus o células tumorales, las células NK juegan un papel central
en la inmunidad. [1],[2]. Las NK se originan a partir de células madre
hematopoyéticas CD34 * y se considera que la médula 6sea es el sitio principal
de su desarrollo, sin embargo estudios recientes sugieren que las células NK
también pueden desarrollarse y madurar en los 6rganos linfoides secundarios,
incluidos las amigdalas, el bazo y los ganglios linfaticos. Los progenitores de
células NK progresan a través de distintas etapas de desarrollo y adquieren
gradualmente la expresion de receptores de superficie que definen la identidad
de las células NKJ3]. En ratén este marcador se identifica como NK1.1 mientras

gue en humanos es CD56 [4].

Las NK representan 5 a 15% de los leucocitos en sangre periférica humanay por
lo general se identifican mediante la expresion de CD56 y la ausencia de
coexpresion de CD3, quien es un marcador de células T (TCR). En humanos,
dependiendo de la expresion de CD56 y CD16, las células NK se pueden dividir
en dos subpoblaciones, las cuales son CD56 Bt CD16dm / -y
CD56 9™ CD16 *[5]. Se sugiere la primera corresponde a un estadio menos
maduro que es principalmente productora de citocinas mientras que la segunda
corresponde a un estadio mas maduro y ejerce principalmente una funcidn
citotoxica [4],[5].

El desarrollo de las células NK humanas se da a través de una serie de estadios
gue parten de un progenitor de linfocitos comun (CLP) en donde se aprecia una
pérdida en la expresién CD34 mientras que comienza a adquirirse la expresiéon
de CD56 [6],[7].La adquisicibn de CD94 marca el compromiso con
la etapa Pilante CD56, ylas células NK  CD56 Prilantes ga diferencian
posteriormente en células NK CD56 9™ que se enriquecen en la expresion de
CD16 y de los receptores de tipo inmunoglobulina de células NK (KIR) [8].



Las células NK contienen un nimero abundante de granulos los cuales son ricos
en enzimas liticas como las granzimas ademas de perforina [9],[10],[11]. La
liberacion del contenido de estos granulos, permite a las células NK inducir la
apoptosis de la célula blanco a través de un mecanismo que se conoce como
citotoxicidad natural [12][13]. Las células NK expresan en su superficie una serie
de receptores que estan codificados por genes de linea germinal. Cada uno de
estos receptores puede, tanto estimular como inhibir las funciones efectoras de
estas células como son la citotoxicidad y la secrecion de citocinas[13],[14].
Debido a que las células NK son capaces de reconocer y eliminar células blanco
sin la necesidad de un reconocimiento previo, se consideran células del sistema

inmune innato [13],[14].

2.2 Mecanismos de activacion de las células NK

Las células NK junto con los linfocitos CD8+ T citotoxicos (CTLS), representan
las dos principales poblaciones de ejercer una respuesta citotoxica que tiene
como resultado la apoptosis de células estresadas como son la celulas tumorales
0 aquella infectadas por virus [15]. Sin embargo, a diferencia de las CTLs, las
cuales requieren de recibir un estimuno previo para poder adquirir la expresion
de varios elementos de la maquinaria citotoxica, las células NK estan “armadas”
con la maquinaria necesaria para poder desplegar su potencial citotoxico sin la
necesidad de recibir un estimulo previo [16]. Aparte de esta diferencia, las células
NK y las CTL comparten una serie de mecanismos celulares a través de los
cuales se orquesta su capacidad de poder eliminar células blanco. A grosa
manera, estos eventos incluyen la adhesién celular; la convergencia de vesiculas
liticas y su polarizacion; asi como la exocitosis o desgranulacién de proteinas
liticas [17]. Cada uno de estos eventos son criticos durante la respuesta
citotoxica y estan regulados por una serie de proteinas de superficie asi como
por proteinas intracelulares. Por otro lado, si alguno de estos eventos llegara a
fallar, la capacidad citotoxica se puede ver comprometida, o que provoca que
las células NK o CTL no puedan eliminar adecuadamente a las células
blanco[17].



Las distintas funciones efectores que son mediadas por las células NK estan
reguladas y coordinadas por diferentes proteinas de superficie celular conocidas
como inmunoreceptores[18][19]. Las funciones efectoras de las ceulas NK no
estra reguladas por un solo receptor, como es en el caso de los linfocitos T, cuya
activacion esta principalmente regulada por el receptor de células T o TCR, sino
gue exhiben un repertorio de receptores que pueden tanto activar como restirngir
la activacion de las celulas NK[20]. Por lo tanto, una regulacién entre las sefiales
gue emanan de las regiones citoplasméticas de ambas clases de receptores
determina si las células NK podra ejercer su potencial citotéxico hacia las células
blanco.[21] De acuerdo a este esquema de activacion, la interaccion de un mayor
numero de receptores de activacion con sus ligandos respecto a las de los
receptores de inhibicién favorecera una respuesta citotoxica y por el contrario,
una mayor interaccion de los receptores de inhibicién con sus ligandos, respecto
a los de activacion favorecera una restriccion de la activacion de las células
NK[21],[22].

2.3 Receptores de inhibicién

Los receptores de inhibicion fueron los primeros en ser identificados como
importantes para regular la funcidon de las células NK, por lo que procederos
primero a su descripcion[23]. Los principales receptores de inhibicion que se
expresan sobre la superficie de las células NK son lo que se agrupan en la familia
KIR (del inglés NK Inmunoglobulin-like Receptor), los cuales reconocen como
ligando a las moléculas del MHC-I (del inglés, Major Histocompatibility Complex),
también conocidas como HLA-I en humanos (del inglés, Human Leukocyte
Antigen 1)[24]. Las moléculas de MHC-I se expresan sobre la superficie de todas
las ceulas nucleadas y su expresion sobre la membrana plasmatica protege a
las células de ser atacadas por las células NK, ya que la interaccion entre
receptores KIR y las moleculas de MHC clase I, resulta en la generacion de
sefales intracelulares que van a restringir la activacion de las células NK 'y por
ende no podran desplegar su funcion citotoxica en contra de las celulas blanco
gue expresan abundantemente moleculas de MHC clase | en su

superficie[25],[26]. La capacidad de los receptores KIR para restringir la
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activacion de las celulas NK depende de su interaccion con la fosfatasa SHP-1,
la cual es reclutada a una secuencia conservada de la que destacan residuos de
tirosina que son fosforilados y que lleva por nombre seciencia ITIM (por sus
siglas en inglés) La interaccion de SHP-1 con la region citoplasmatica de los
receptores KIR permite que SHP-1 se forsorile, lo cual a su vez conduce a su
activacion[28]. Una vez activada la fosfatasa puede mediar la desfosforilacion de
varios sustratos casacada abajo. Se ha demostrado que uno de los principales
sustratos de la proteina SHP-1, es Vav1l, un factor intercambiador de nucleotidos
de guanina, la cual es una proteina que esta involucrada en reorganizar el
citoesqueleto de actina, lo cual es fundamental para la formacion de una
estructura molecular denominada sinapsis inmunolgica, esta a su vez sera
crucial para organizar la serie de eventos que estan implicados para mediar la
desagranulacion de preforina y granzimas entre otrasserie de eventos celulares.
SHP-1 promueve la inactivacion de Vavl removiendo grupos fosfatos presentes
en esta proteina[29]. Por lo tanto, la inactivacién de Vavl por SHP-1 bloguea

todas las vias de sefializacion rio abajo que acontecen a través de esta proteina.

Ademas de los receptores inhibitorios que pertenecen a la familia KIR, las células
NK expresan otra serie de receptores que pueden inhibir las funciones de las
células NK. Entre estos se encuentra al receptor NKG2A el cual pertenece a la
familia NKG2 ( del inglés NK group 2), la cual ademas esta constituida por
receptores de activacion[29]. Los receptores de la familia NKG2 son un grupo de
receptores que son similares a las lectinas de tipo C, forman dimeros con la
molécula CD94 y presentan una cualidad en comun ya los tres miembros de esta
familia (NKKG2A/C/D) reconocen a la molécula HLA-E, una molécula de HLA-I
no clasica. NKG2A, el unico miembro de la familia que es capaz de mediar
sefales de inhibicion, presenta una regién carboxilo terminal larga la cual
presentan varios motivos ITIM (por sus siglas en inglés Inmunoreceptor Tyrosine-
based Inhibitory Motif) los cualea funcionas como sitios de reclutaminto y
activacion para la fosfatasa SHP-1[30]. Se ha demostrado que la expresién de la
molécula NKG2A parece ser muy abundante durante los estadios mas
tempranos de maduracién de las células NK, sin embargo, su expresién se

reduce de manera significativa durante los estadios finales de diferenciacion, lo
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cual, impacta en la capacidad citotéxica de las células NK terminalmente

diferenciadas[30].

Las células NK también expresan a otros receptores que restringen su capacidad
citotoxica. Entre estos se encuentran los receptores de leucocitos tipo
inmunoglobulina (LILR, por sus siglas en inglés) o CD85, los cuales, también
reconocen como ligando a moléculas del MHC-I. Dentro de estos, se encuentran
receptores con funciones de activacién o de inhibicién[30]. Particularmente los
receptores LILRB, CD85J, CD85D, CD85A, CD85K y CD85C presentan en su
region citoplasmatica varios motivos ITIM que son capaces de reclutar y activar
a las fosfatasas SHP-1 y/o SHP-2, por lo que pueden mediar sefales que

restringen la activacion de las células NK[31].

Actualmente se desconocen en detalle los mecanismos celulares y moleculares
por lo cuales todos estos receptores son capces de restringir la funcion de las
células NK, aunque se sugieres que todos ellos deberian inhibir un evento muy
temprano en las vias de sefializacibn que son generadas a partir de los
receptores de activacion. Por otro lado, tambien se desconoce la serie de

eventos celulares que son modulados por los receptores de inhibicion[31].

2.4 Receptores de activacion

Como se mencion0 anteriormente, la activacion de las células NK resulta de una
fina regulacion entre las sefiales de inhibicion y de activacion que resultan de la
interaccion de los respectivos receptores con sus ligando. La mayoria de los
receptores de activacion en las células NK se expresan de manera constitutiva,
sin embargo, su expresion puede modularse durante el proceso de activacion
celular[31],[32]. Asi mismo, el ambiente de citocinas también puede afectar el
perfil de expresion de estos receptores. La funcion de estos receptores de
activacion es incidir sobre la distinta serie de eventos celulares que son
requeridos para que las células NK puedan no solo desplegar sus funciones
efectoras sino para regular los distintos fenomenos en los que participan como
son la secreciéon de citocinas inflamatorias, proliferacién, adhesion vy

diferenciacion celular[32].
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Al igual que los receptores de inhibicion, los receptores de activacion de células
NK estan codificados en la linea germinal. Los primeros receptores de activacion
en ser descritos fueron los receptores de citotoxicidad natural (NCR, por sus
siglas en inglés), un grupo de receptores transmembranales integrados por
NKp46, NKp44 y NKp30 entre otros[32]. La funcion de estos receptores depende
en gran medida de su capacidad de asociarse con la cadena gamma comun del

receptor Fc o a través de las cadenas (. Tanto la cadena gamma comun y la

cadena z, ejercen la funcion de proteinas adaptadoras, ya que por si solas
carecen de actividad enzimatica[33]. Lo anterior quiere decir que esta proteinas
estan involucradas en mediar el reclutamiento y activacion de varias proteinas
efectoras cascada abajo. Esta capacidad depende de la presencia de una
secuencia de aminoacidos muy conservada de la cual destacan dos residuos de
tirosina que son potencialmente fosforilables. Esta secuencia se conoce como
ITAM ( por sus siglas en ingles, Immunoreceptor Tyrosine-based Activation
Motif)[34]. Los receptores de citotoxicidad natural reconocen diversos ligandos
gue van desde diferentes proteinas de origen viral y tumoral hasta moléculas
solubles, por lo tanto, son capaces de regular considerablemente la capacidad
citotoxica de las células NK[34][35].

Adicionalmente a los receptores de citotoxicidad natural previamente descritos,
las celulas NK exoresan otra serie de receptores de activacion que pertencen a
otras familias, Ejemplos de estos son los recptores NKG2C y NKG2D, los cuales
pertenecen al grupo 2 de NK. Al igual que los NCR, ambos receptores se
encuentran asociados de manera no covalente con una serie de proteinas
adaptadoras conocidas como DAP-10 o DAP-12, los cuales presentan en su
regio citoplasmatica un dominio YINM y un dominio ITAM respectivamente.
NKG2D se expresa en la mayoria de las células NK y reconoce distintos ligandos
como son las moléculas MIC-A (del inglés, MHC class | chain-related protein A)
y MIC-B, cuya expresion en la superficie de las celulas blanco se induce como
consecuencia de estrés celular[35]. Ademas de estos ligandos, NKG2D tambien
reconoce a las proteinas ULBP1 (del inglés, UL16-binding protein 1), ULBP2,
ULBP3 y ULBP4 [69], las cuales son expresadas por células cancerosas como
las leucémias, carcinomas o melanomas. La diversidad de ligandos que son

reconocidos por el receptor NKG2D, lo colocan como uno de los receptores con
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mayor impacto durante el reconocimiento de células cancerosas por parte de las
células NK[35].

2.5 Receptores de la Familia SLAM

Los receptores de la familia SLAM son glicoproteinas transmembranales de tipo
| que se expresan en células de origen hematopoyético [36]. Esta familia esta
conformada por los receptores SLAM (CD150), 2B4 (CD244), SLAMF7 (CD319),
Ly9 (CD229), NTBA (CD352, Ly108 en raton) y CD84 [36][37]. Todos ellos
pertenecen a la superfamilia de las inmunoglobulinas por lo que presentan dos
o cuatro dominios | tipo de las inmunoglobulinas. Ademas de presentar solo un
dominio transmembranal, los miembros de la familia SLAM contienen en su
region citoplasmatico una secuencia conocida como ITSM [37]. Una de las
caracteristicas de estos receptores es que todos ellos participan en interacciones
hemofilicas, es decir, un receptor reconoce como ligando a otra molécula del
mismo tipo expresada en una célula adyacente o célula blanco. Por ejemplo, el
receptor SLAMF7 reconoce como ligando a SLAMF7. La Unica excepcién es el
receptor 2B4, el cual reconoce como ligando a CD48 [37],[38].En consecuencia,
los receptores son activados bajo el contexto de las interacciones que se

establecen entre las diferentes células hematopoyéticas[38].

La identificacion del gen causante del sindrome linfoproliferativo de tipo I, dio
pauta al descubrimiento de la proteina adaptadora SAP y su importancia en
regular la funcién de los receptores de la familia SLAM. Adicionalmente, los
fenotipos descritos en ratones deficientes en varios miembros de la familia SLAM
ha permitido demostrar que los receptores SLAM regulan numerosos eventos
celulares dentro del sistema inmune. Estos eventos van desde el desarrollo,
supervivencia, adhesion y activacion celular, los cuales estan implicado en
regular distintas respuestas efectoras como son la fagocitosis, citotoxicidad
natural, el cambio de isotipo, o distintas respuestas efectoras mediadas por
linfocitos T [36][38].

14



Los receptores SLAM sefalizan a través de su asociacién con las proteinas
adaptadoras de la familia SAP [38]. En humanos, esta familia esta formada por
dos miembros que son SAP (del inglés SLAM-Associates Protein) y EAT-2 (del
inglés, Ewing's sarcoma-associated transcript-2) y al igual que los receptores de
la familia SLAM, su expresion esta restringida al sistema hematopoyético.
Ambos miembros de esta familia se conforman de tan solo 132 aminoécidos,
dentro del cual se incluye un dominio SH2 y una regién carboxilo terminal de 23
aminoéacidos[39]. Se ha demostrado que la interaccion entre los receptores
SLAM vy las proteinas SAP esta mediada por las cinasas de la familia Src, las
cuales, inducen la fosforilacion de las tirosinas presentes en los motivos ITSM,
lo favorece el reclutamiento de SAP y EAT-2 a través del dominio SH2. SAP y
EAT-2 presentan una homologia del 47%, asimismo, cada una de estas
proteinas presentan caracteristicas especificas. Por un lado, SAP presenta una
arginina en la posicion 78 que es esencial para asociarse con la cinasa de
tirosinas Fyn y asi promover la activacion en las células inmunes. En contraste,
EAT-2 presenta una region carboxilo terminal, un par de residuos de tirosina, una
en la posicion 120 y la otra en la posicién 127. Ambos residuos pueden ser
potencialmente fosforilados y se piensa que esto les permite asociarse con

proteinas efectoras cascada abajo[30],[39].

Como se mencion6 anteriormente, las proteinas adaptadoras de la familia SAP
juegan un papel importante en acoplar a los receptores de la familia SLAM con
promover sefiales de activacion. Adicionalmente, también se ha demostrado
gue, en ausencia de expresion de las proteinas adaptadoras, los receptores de
la familia SLAM pueden transducir sefiales, solo que, en contraste a las
mediadas en presencia de las proteinas adaptadoras de SAP, éstas son sefales
de inhibicién. Se sabe que en ausencia de las proteinas de la familia SAP, los
receptores de la familia SLAM puede reclutar y activar a las fosfatasas SHP-1 y
SHIP-I, en donde la primera es una fosfatasa de residuos de tirosina mientras

gue la segunda lo es de fosfolipidos[39].

Por otro lado, se ha reportado que alteraciones en alguna de las proteinas de la
familia SLAM o SAP pueden afectar la funcion efectora de las células inmunesy
conducir al desarrollo de ciertas patologias [38],[39]. De manera notable,

mutaciones en el gen que codifica para la proteina SAP (SH2D1A), resulta en
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una inmunodeficiencia asociada al cromosoma X (XLP1, X-linked
lymphoproliferative disease). Esta alteracion conlleva a una susceptibilidad a
infecciones por el virus de Epstein Barr y el desarrollo de un sindrome
linfoproliferativo, un desorden inmune catalogado como una inmunodeficiencia
primaria [39], [40]. Los sujetos que presentan mutaciones en el gen SH2D1A son
incapaces 0 poco capaces de generar (si es que se llega a generar) la proteina
SAP. El virus de Epstein Barr (EBV, por sus siglas en inglés) infecta linfocitos B
maduros, sin embargo, en sujetos sanos inmunocompetentes, las células T
CD8+ y las células NK eliminan eficientemente a estas células infectadas. No
obstante, sujetos que desarrollan mutaciones en el gen SH2D1A presentan una
citotoxicidad celular reducida, en consecuencia, desarrollan linfocitosis[41].
Posteriormente, esas células pueden infiltrarse en la médula 6sea, favoreciendo
el desarrollo de otras patologias como HLH (del inglés, hemophagocytic
lymphohistiocytosis syndrome), otro trastorno de inmunodeficiencia grave que se
presenta principalmente en la infancia []. La existencia de este tipo de patologias
dio pauta para estudiar a SAP de una manera mas detallada, y se demostr6 que
esta involucrada en los procesos de adhesion celular. En consecuencia, la
ausencia de SAP compromete el proceso de adhesion celular [36][41].
Recordemos que un evento esencial para la eliminacion de células blanco es la
adhesion celular, por lo que una incapacidad para formar conjugados celulares
puede evitar la respuesta inmune celular y como resultado, conducir al desarrollo
de infecciones patoldgicas [36]. En relacién con lo anterior, y con la finalidad de
estudiar a estas proteinas de manera mas especifica, se generaron distintos
modelos celulares y animales que han permitido conocer los diversos eventos
gue se encuentran regulados por los receptores SLAM vy las proteinas SAP.
Interesantemente, estos modelos permitieron demostrar que, en ausencia de
SAP, EAT-2 y/o ERT, los receptores SLAM se convierten en receptores con
potentes efectos de inhibicion. En consecuencia, el contexto ambiental durante
el entrecruzamiento de los receptores SLAM determina si estos receptores
promueven activacion o inhibicion en las células inmunes [36], [37], [41]. Asi
mismo, estos modelos también permitieron reproducir el fenotipo observado en
sujetos con mutaciones en el gen SH2D1A. En ese contexto, la ausencia de la
proteina SAP (modelos murinos knockout), reduce de manera significativa la

capacidad citotoxica de las células NK [37], [42]. Actualmente, se sabe que los
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mecanismos moleculares a través de los cuales los receptores de la familia de
SLAM promueven sefales de inhibicion, parecen ser a traves del reclutamiento
de las fosfatasas SHP-1, SHP-2 o SHIP-1, moléculas que al presentar dominios
SH2 también pueden ser reclutadas por las tirosinas fosforiladas de los motivos
ITSM [36], [42]. Asi mismo, también se ha propuesto que la cinasa Csk (del
inglés, C-terminal Src kinase) puede estar siendo reclutada a los motivos ITSM.
Csk promueve la fosforilacion de proteinas de la familia Src en la region carboxilo
terminal lo cual genera un cambio conformacional de la proteina blanco y su
consecuente inactivacion, de esta manera, regula negativamente la activacion
de las células inmunes. Sin embargo, aun se requieren estudios futuros para
corroborar de manera contundente estas hipotesis[42]. Por otro lado, lo que si
esta claro es que para que los receptores SLAM medien sefales de inhibicién,
las proteinas de la familia SAP no deben estar presentes. Por lo tanto, las
proteinas adaptadoras de la familia de SAP han sido clasificadas no solamente
como proteinas que promueven sefiales de activacion celular, si no también,
como interruptores moleculares que desacoplan a los receptores SLAM de
promover sefiales de inhibicion[43]. Aun con todo el trabajo que demuestra el
papel esencial de los receptores SLAM y las proteinas de la familia de SAP en
células inmunes, conocemos relativamente poco sobre la contribucion individual
exacta de la mayoria de los receptores SLAM en cada una de las diferentes

células humanas[36],[43].
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Tabla 1. Clasificacion y nomenclatura de los miembros de la familia SLAM [18].

Miembros tipicos de la familia Miembros de la familia atipicos
SLAMF1 (CD150) SLAMF2 (CD48)

SLAMF3 (Ly-9 0 CD229) SLAMF8 (CD353)

SLAMF4 (2B4 o CD244) SLAMF9 (SF2001 o CD84H)

SLAMF5 (CD84)
SLAMF6 (Ly108, NTB-A 0 SF2000

SLAMF7 (CRACC, CD319 0 CS1

2.6 SLAMF7

SLAMF7 también conocido como CRACC (del inglés, CD2- like receptor
activating cytotoxic cells) o CS1, es un receptor presente en células citotdxicas
tanto en ratbn como en humano. SLAMF7 es un receptor capaz de promover un
aumento en la capacidad citotoxica de las células NK [43],[44],[45].
Recientemente se han descrito los mecanismos celulares por los cuales
SLAMF7 promueve la activacion de las células NK. Por otro lado, también se ha
demostrado que, en ausencia de EAT-2, pero no de SAP, SLAMF7 promueve
sefales inhibitorias, reprimiendo la capacidad citotoxica de las células NK. Lo
anterior indica que SLAMF7 es receptor que puede promover tanto sefales de
activacion como de inhibicion. Sin embargo, se desconocen los mecanismos
celulares y moleculares por los cuales este receptor inhibe o restringe la funcién

citotoxica de las células NK[45].

La funcion de SLAMF también se ha descrito en otras células del sistema
inmune, tanto adaptativo como innato. Por ejemplo, la funcién de SLAMF7 se ha
explorada en linfocitos T murinos, células que no expresan EAT-2, y se ha
demostrado que su entrecruzamiento conlleva a una inhibicion de la proliferacion

celular y la produccion de citocinas como IL-2, una citocina relacionada a
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sobrevida y proliferacion [44],[45]. También, se ha sido sugerido que el
entrecruzamiento de SLAMF7 promueve una mayor citotoxicidad en células T
CD8+ de origen humano, sin embargo, todo indica que las células T CD8+ no
expresan EAT-2, por lo cual, se requieren mayores estudios en células T que
ayuden a corroborar estas discrepancias. Por otro lado, en linfocitos B humanos,
se ha reportado que SLAMF7 induce proliferacion celular y produccién de
citocinas, sin embargo, se desconoce si estas funciones son o no dependientes
de EAT-2, pues parece ser que las células B expresan el transcrito de EAT-2,
pero la proteina no parece llegar a generarse. Finalmente, SLMAF7 también ha
sido estudiado en otra célula del sistema inmune innato, a saber, en los
macrofagos, las células residentes de tejido capaces de reconocer y eliminar una

amplia variedad de agentes patégenos y células tumorales[45].

En lo que a eso respecta, se sabe que uno de los receptores que regula de
manera importante la activacion de los macrofagos es la molécula SIRP (del
inglés, signal regulatory protein)-a, un receptor que inhibe la capacidad del
macréfago para fagocitar. Interesantemente, se ha demostrado que el simple
hecho de bloquear la interaccién de SIRP-a con su ligando (CD47), favorece de
manera significativa la capacidad de los macrofagos para fagocitar células
tumorales. En ese mismo contexto, ha sido sugerido que la fagocitosis de células
tumorales se potencia aun mas cuando se involucra la participacion de SLAMF7

durante la activacion de los macréfagos[18],[45].
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Las proteinas de la familia SLAM se consideran parte de la superfamilia de la

siguiente manera:

SLAMF1 SLAMF4
gV
Like
@ c2 @
C2 gV C2
Like
€2
Y508 Y 266 (TIYEDV)
Y281 (TIYAQV) Y515
— Y 292 (TIYSMI)
Y307 Y583 Y309
Y589 Y312 (TLYSLI)
Y327 (TVYASV) Y603 (TVYAQV) Y337 (TIYEVI)
Y626 (TIYCSI)
Y652 Y364

SLAMFS

(&

C2

Y262 (TIYTYI)
Y279

Y 299 (TVYSEV)

Y324

SLAMF7

gV
Like

Cc2

Y273

Y 284 (TVYASV)

Y 308 (TIYSTI)

Cc2

Y258

Y 284 (TEYDIT)

Y304

Y331

Figura 1 La estructura de los receptores tipicos de la familia SLAM. Los

receptores de la familia SLAM son glicoproteinas de tipo | que contienen

dominios similares a Ig (IgV) aminoterminales, dominios de constante 2 (C2)

proximal de membrana y tirosinas fosforiladas (), algunas de las cuales forman

parte de motivos de cambio de tirosina inmunitaria (ITSM) secuencias (TXYxxV /

/L) [18].
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Figura 2 Influencia de las proteinas de SAP sobre los receptores SLAM (a) La
activacion de los receptores de la familia de SLAM promueven el reclutamiento
de proteinas que presentan dominios SH2[36], particularmente se reclutan a las
proteinas de la familia de SAP (SAP y EAT-2), y este reclutamiento favorece la
activacion de diferentes células inmunes[36][46]. Sin embargo, SAP y EAT-2 no
solamente promueven la activacion de los receptores SLAM, sino que también
evitan el desarrollo de respuestas inhibitorias al desacoplar a estos receptores
de otras proteinas que también presenten dominios SH2, por ejemplo, se ha
propuesto que las fosfatasas SHP-1, SHP-2 o SHIP-1 también pudieran ser
reclutadas[47]. (b) a través de su dominio SH2, SAP recluta a la cinasa Fyn, la
cual es capaz de fosforilar a otras tirosinas presentes en el receptor, asi como
también a Vav-1. Por su parte, las tirosinas fosforiladas en la region carboxilo
terminal de EAT-2 recluta a PLC-yy esta ultima promueve flujos de calcio en
células NK. Por lo tanto, EAT-2 ySAP promueven activacion de células inmunes

a través de distintos mecanismos[47]..

3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
Las células citotdoxicas juegan un papel central en la inmunidad antiviral y

antitumoral. El gran avance sobre el conocimiento cientifico en la biologia de las
células NK ha permitido posicionarlas como un blanco prometedor en la terapia
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antitumoral. Sin embargo, aunque se han caracterizado muchos de los
receptores de activacion e inhibicién, aun se desconocen los detalles
moleculares y celulares, por los cuales estos regulan la inhibicion de células NK.
Por lo tanto, nuestro estudio se justifica en el hecho de conocer los modos de

accion por las cuales SLAMF7 inhibe las funciones efectoras de las células NK.
4. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢,Cudles son los mecanismos por los que las SLAMF7 inhiben la funcion la

funcion citotdxica de células NK?

5. HIPOTESIS

SLAMF7 inhibe la funcién de las células NK a través de un mecanismo celular

gue es responsable de mediar la adhesion, polarizacion o desgranulacion.

6. OBJETIVOS

General
Determinar los mecanismos celulares por los cuales SLAMF7 inhibe la funcién
citotoxica de células NK.

Especificos

1. Establecer un modelo que nos permita elucidar los mecanismos celulares
por los cuales SLAMF7 restringe la funcién citotdxica de las células NK.

2. Determinar la influencia de SLAMF7 en la adhesién de las células NK.
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7. METODOLOGIA

7.1 Anticuerpos y citometria de flujo

Los anticuerpos utilizados en este estudio incluyen anticuerpos de BioLegend:
anti- CD319 (mSLAMF7) mouse (4G2, acoplado al fluorocromo PE), anti-CD54
humano (clona HA58, acoplado a Pacific Blue), Pacific Blue Mouse 1gG1, K,
Control isotipo (clona MOPC-21) anti-his Tag (clona J099B12). Las muestras
fueron adquiridas en el citometro BD FACSCanto Il, IBT, UNAM.

7.2 PCR en punto final

Se amplifico una secuencia de DNA mediante ciclos repetidos de separacién de
cadenas y replicacion del DNA. Para la preparacion de la reaccion se utilizaron
los siguientes componentes, DNA (50 ng), dNTPS, primer F y R que fueron
disefiados para amplificar mSLAMF7, buffer, MgCl, Enzima (Biotecmol) y H20
milli Q. Con las siguientes condiciones de 94°C ( 3min), 94°C (4 seg), 55°C (30
seq),72°C(1 min), 72°C(7 min) y 4°C (=) por 30 ciclos.

7.3 Andlisis de DNA por electroforesis

La PCR en punto final se corroboro mediante una electroforesis corriendo un gel
de agarosa al 0.8%, utilizando un marcador de peso molecular, buffer de carga
y la muestra de muestra reaccion a 110 v por 1 hrs, la banda de amplificacion

para MSLAMF7 se observo en la orientacion correcta en 1000 pb.

7.4 Construccioén de la secuencia codificante de SLAMF7

La secuencia codificante de SLAMF7 fue clonada en el vector pFB-GFP con los
sitios de restriccion para la enzima EcoRlI, se hizo una fosforilacién al inserto
utilizando la enzima CIAP posterior a la fosforilacion se purifico el inserto y vector
por columna, se corroboro corriendo un gel de agarosa al 0.8% , se observaron
las bandas linealizadas en la orientacion correcta, seguido a esto se realizo la
ligacion del vector e inserto utilizando la relacién V:6 e I:1 utilizando buffer, la

enzimaligasay H20, una vez echa la ligacién tener 4 tubos con los componentes

23



se hizo la transformacién de bacterias utilizando la cepa 1116 de E.coli, se
plaguearon 500 uL de bacterias en 4 cajas con medio LB solido cada tubo a una
placa teniendo en cuenta que el tubo 4 tenia mayor concentracion de los
componentes una vez realizado el protocolo se incubaron las placas de 3 a 5
horas, al dia siguiente se guardaron las placas a 4°C antes para evitar que
siguiesen creciendo las colonias, se mantuvieron ahi hasta que se picaron 10
colonias de la placa 4, para hacer el mini prep de las 10 colonias y obtener el
plasmido de las colonias y posterior a eso hacer una digestién con EcoRI para
ver cuantas clonas habian salido para el vector e inserto, el cual se obtuvieron 6

colonias positivas para vector e inserto.

7.5 Digestion con Hind lll

Se realizo una digestion con las 6 clonas positivas para inserto y vector mediante
la enzima Hind Il que corta el inserto la secuencia codificante mSLAMF7 en la
posicion #981 vector pFB-GFP con los sitios de restriccion para la enzima EcoRl,
solo una clona resulto con la orientacién correcta, se observaron las bandas
linealizadas en la orientacién correcta, posteriormente con el plasmido de la
clona en la orientacion correcta se realizé el maxi prep para obtener el plasmido

mas concentrado.

7.6 Cultivo de linea celular HeLa

La linea celular HeLa fueron cultivadas en medio DMEM (Gibco™ Advanced
DMEM Medium) suplementado con 5 % de suero fetal bobino, L-glutamina,
estreptomicina y penicilina. Las células se mantuvieron en incubacion a 37°C en
un ambiente humidificado 36 y 5 % de CO2 (diéxido de carbono). El conteo de
células y la viabilidad se realizé6 en camara de Neubauer utilizando azul de
tripano (Gibco™ Trypan Blue Solution, 0.4%) como colorante de viabilidad

celular.

7.7 Transfeccion directa con lipofectamina 2000 (Invitrogen™)

Para la expresion de SLAMF7 (ligando de SLAMF7) en la linea celular HelLa, se
uso el vector retroviral pFB-GFP (addgene), un vector bicistronico que codifica

para la proteina verde fluorescente, GFP (green fluorescent protein). La
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secuencia codificante de SLAMF7 fue clonada en el vector pFB-GFP con los
sitios de restriccion para la enzima EcoRI. Una vez generada la construccion y
analizada por restriccion y secuenciacion, el plasmido fue transfectado en la linea

celular Hela.

Brevemente, en placas de 60 mm para cultivo celular se plaquearon 1.5 millones
de células HelLa y se incubaron toda la noche, al dia siguiente, el sobrenadante
de las células se remplazé por medio nuevo y fueron transfectadas con 10 ug de
DNA plasmidico que se obtuvo del Maxi prep, segun correspondia (SLAMF7 en
pFB-GFP para la expresion de SLAMF7), la transfeccion se realizé utilizando
medio OPTI-MEM (Gibco™) y 10 pg de lipofectamina 2000 (Invitrogen™) para
cada condicién. A los 5 dias de la transfeccién se analiz6 la expresion de GFP
por citometria de flujo. Las células HelLa positivas para GFP fueron crecidas a
una densidad suficiente y sorteadas por citometria de flujo en base a la
positividad para GFP, el sorting se realizé utilizando el citbmetro BD FACSAria
[Il (BD Biosciences), a cargo del Dr. Ismael Mancilla en el Instituto Nacional de

Perinatologia.

7.8 Infeccién retroviral

Para la expresion de SLAMF7 (ligando de SLAMF7) en la linea celular HeLa, se
uso el vector retroviral pFB-GFP (addgene), un vector bicistrénico que codifica
para la proteina verde fluorescente, GFP (green fluorescent protein). La
secuencia codificante de SLAMF7 fue clonada en el vector pFB-GFP con los
sitios de restriccion para la enzima EcoRI. Una vez generada la construccion y
analizada por restriccion y secuenciacion, el plasmido fue transfectado en la linea
celular Phoenix (linea celular empacadora de virus) para generar las particulas

virales infectivas.

Brevemente, en placas de 60 mm para cultivo celular se plaquearon 1.5 millones
de células Phoenix y se incubaron toda la noche, al dia siguiente, el
sobrenadante de las células se remplazo por medio nuevo y fueron transfectadas
con 10 ug de DNA plasmidico segun correspondia (pFB-GFP para el vector vacio
y SLAMF7 en pFB-GFP para la expresion de SLAMF7), la transfeccion se realizo
utiizando medio OPTI-MEM (Gibco™) y 10 pg de lipofectamina 2000

(Invitrogen™) para cada condicion. Las células transfectadas fueron incubadas
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una noche a 37°C y 5% CO2, al dia siguiente, el sobrenadante de las células
Phoenix fue retirado y remplazado por medio RPMI nuevo y completo, después
de 24 horas, el sobrenadante fue recuperado y filtrado (0.45 pm). Este
sobrenadante (con las particulas infectivas) fue utilizado para transducir las
células HelLa, se utilizaron 500 mil células HelLa para la transduccion, se
realizaron dos randas de infeccién retroviral usandose 2 ml de sobrenadante
filtrado para cada infeccion. A los 5 dias posinfeccion se analizo la expresion de
GFP por citometria de flujo. Las células HelLa positivas para GFP fueron crecidas
a una densidad suficiente y sorteadas por citometria de flujo en base a la
positividad para GFP, el sorting se realiz6 utilizando el citbmetro BD FACSAria
[Il (BD Biosciences), a cargo del Dr. Ismael Mancilla en el Instituto Nacional de

Perinatologia.

8.1 Lisis Celular Especifica

Las células NK o las células YT-S mSLAMF7 fueron incubadas con las células
Hela transducidas, HeLa SLAMF7- o HeLa SLAMF7+, a diferentes relaciones
celulares. Las células HelLa ya eran GFP positivas, por lo que no fue necesario

marcarlas nuevamente.

Los ensayos se realizaron en placas de 96 pozos fondo “V” en un volumen final
de 200 uL. Una vez colocados los co-cultivos, la placa fue centrifugada a 500
rpm por 4 minutos para favorecer los contactos celulares. En seguida, la placa
fue incubada por 4 horas a 37°C y 5% de CO2. Pasado este tiempo, las células
fueron recuperadas en tubos para FACS y tefiidas con una sonda fluorescente
capaz de detectar a las células en estado apoptético (Invitrogen™, LIVE/DEAD™
Fixable Violet Dead Cell Stain Kit). Las células dobles 38 positivas
(GFP+Violeta+), correspondieron a las células HeLa en estado apoptotico. Las

muestras fueron adquiridas por la técnica de citometria de flujo.
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8.2 Conjugados Celulares

Para los conjugados celulares, las células YT-S mSLAMF7 fueron marcadas con
la sonda Marcadas con la sonda cellTracer Orange a una concentracion de 50
MM por 30 minutos a 37°C, todo en hielo y protegidas de la luz. Posteriormente,
las células fueron lavadas y resuspendida a 5 x 105 células por mL. Para el
ensayo, se tomaron 100 uL de la suspension de células NK-92 y se incubaron
con 100 uL (2 x 105 células) de las células HeLa SLAMF7- o HeLa SLAMF7+.
Inmediatamente fueron centrifugadas a 500 rpm por 3 minutos a 4 °C. En
seguida, los co-cultivos fueron incubados por 0, 5, 10 o 20 minutos a 37°C.
Pasado el tiempo de incubacion, se recuperaron las muestras, se les dio un
vortex (1 segundo, velocidad maxima), y la reaccion se detuvo con 300 pL de
paraformaldehido frio al 0.5 %. Las muestras se colocaron a 4°C y fueron
protegidas de la luz. Las muestras fueron adquiridas por citometria de flujo. El
porcentaje de las células PE+GFP+ (dobles positivos, células YT-S mSLAMF7:

células Hela) representaron a los conjugados celulares.

8.3 Estadistica de los resultados obtenidos

Para el andlisis estadistico usamos el software GraphPad Prisma version 8.0.1
para Windows, GraphPad Software, San Diego, California USA. Para determinar
la diferencia estadisticamente significativa usamos la prueba una prueba t de
Student. Un valor de p menor a 0.05 fue considerado estadisticamente

significativo.
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9. RESULTADOS

9.1 Clonacion de mSLAMF7 en el vector pFB-GFP

Para obtener el inserto que corresponde al cDNA para SLAM7 murino, se
disefiaron un par primers (Forward y Reverse) los cuales contienen un sitio de
restriccién para EcoRI. Como vector se uso a pFB-GFP, el cual es un vector
retroviral bicistrénico que codifica para la proteina verde fluorscente (GFP). El
tamafio del amplicdn o inserto es de alrededor de 1000 pares de bases (pb), el
cual se clono en pFB-GFP usando sitios de restriccion para EcoRI (Figura X).
Para proceder a la ligacion del inserto en el vector, se usa la una ligasa (Ligasa
IV) la cual se incubo en un volumen de reaccién de 20 uL totales en presencia
de dos condiciones distintas, una en donde hay una relacion vector: inserto de la
3yenlaotrade 1 a9. La reaccién se incubo toda la noche a 16 grados

centigrados.
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Figura 3 Digestion con EcoRI del inserto (mCracc) y vector (PFB-GFP). Se
observa la linealizacion del vector e inserto digerido.

9.2 Transformacion de bacterias competentes

Del producto de la ligacién de uso un volumen de 10 uL, los cuales se incubaron
con 100 uL de bacterias competentes (1316) en frio y por un tiempo de 45
minutos. Posteriormente las bacterias sufrieron un choque térmico al hacerlas
pasar a una temperatura de 42 grados centigrados por dos minutos para luego
ser regresadas a una temperatura de 4 grados centigrados. Finalmente, las
bacterias se plaquearon una plaga de medio LB agar en presencia de 100 ug/ml

de ampicilina. La placa se incubo a 37 grados centigrados toda la noche.
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mSLAMF7

Vector pFB

Figura 4 Transformacion de bacterias competentes, del producto de la ligacién

obtuvimos clonas positivas cuyo vector contenia el inserto.

Al dia siguiente, Se tomaron 10 colonias de la caja de LB agar para crecerlas en
2 ml medio LB liquido en presencia de ampicilina 100ug/ml. Posteriormente se
realizé un mini-prep de cada una las colonias para obtener el plasmido. Los
plasmidos correspondientes de digirieron con EcoRI para comprobar la
presencia del inserto. Al final, se obtuvieron 6 clonas positivas cuyo vector
contenia el inserto. De las seis clonas positivas que se obtuvieron, solo una clona
se insert6 en sentido correcto. Lo anterior se dedujo de una digestién con Hindlll,
cuyo patron de restriccién en caso de una insercion en sentido correcto, deberia
dar lugar a la aparicion de una banda de 200 pb. Se tomd esa Unica clona para
hacer un maxi-prep y obtener suficiente cantidad de DNA para realizar los

procedimientos posteriores (Figura 5).
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MP V/SD V/D HindIll ECORI

Se observa la banda
linealizada en 200 pb

Figura 5 digestion con Hindlll, se utiliz6 esta enzima, para corroborar que nuestra

clona dio positiva tanto para nuestro inserto mSLAMF7.

Infecciéon Retroviral

Para la infeccion retroviral se uso el vector pFB-GFP que contiene o no el cDNA
gue codifica para SLAMF7 de origen murino. El vector se transfecto en células
Phoenix junto con el vector Vsv, el cual codifica para una glicoproteina requerida
para la infeccion de las particulas virales. Las células Phoenix sirven como
células empacadoras que van a producir particulas virales infectivas que
contienen al vector pFB-GFP. Para la transfeccion de las células Phoenix se uso
lipofectamina como se describe en materiales y métodos. 48 horas después de
la transfeccion, se recupero el sobrenadante para infectar a células HelLa con el
vector vacio pFB-GFP o que contiene el inserto que codifica para SLAMF7. De
48 a 72 horas post-infeccion se analizo la expresion de GFP en células HelLa por
citometria de flujo. Aquellas células que fueron positivas se aislaron por técnicas

de citometria de flujo. La figura X, muestra la expresiéon de GFP en células HeLA
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tranfectadas con el vector vacio o con el vector que codifica para SLAMF7. Estos
resultados sugieren la infeccidon retroviral fue adecuada y que, en ambas
condiciones de transfeccion, las células HeLa muestran una expresion estable

de GFP después de ser purificadas por el citbmetro.
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Fig 6 Infeccion Retroviral en células HelLa. Autoflorescencia HelLa parentales,
segundo dot blot. Expresion del 75 % de GFP (proteina verde fluorescente) en

células HelLa con infeccién Retroviral.

9.3 Expresion de mSLAMF7 en células HelLa

Para analizar la expresion de SLAMF7, las células HelLa transfectadas con el
vector vacio o con el vector que ademas codifica para SLAMF7, se tifieron con
anticuerpo especifico para SLAMF el cual ademas esta acoplado con un
flurocromo. Como se observa en la figura X, solo las células que fueron
transfectadas con el vector que contiene el inserto expresan SLAMF7 en

contraste a las células que fueron transfectadas con el vector vacio.
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Figura 7 Expresion de mSLAMF7 en células HeLa. En el primer Dot plot

Autoflorescencia (HelLa parentales), segundo dot plot HeLa parentales contra

MSLAMF7, tercer dot plot expresion del 75 % de GFP (proteina verde

fluorescente) en células HeLa pFB-GFP mSLAMF7, en el cuarto dot blot HelLa
MSLAMF7 contra mSLAMF7, expresion de 78% de mSLAMF7.
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Figura 8 Tincién contra mSLAMF7 en células HeLa pFB-GFP y HelLa pFB-GFP
MSLAMF7. Primer dot plot Autoflorescencia (HeLa parentales), segundo dot
plot tanto para HeLa pFB-GFP y HeLa Pfb-GFP m SLAMF7, expresion del 90.0
% de GFP (proteina verde fluorescente), en el tercer dot plot HeLa pFB-GFP sin
presencia de SLAMF7 ,en comparacion con HeLa Pfb-GFP m SLAMF7 contra
MSLAMF7, se obtuvo una expresion de un 96.6% de mSLAMF7.

i Hela SLAMF7+
Hela SLAMFY Hela SLAMF7- Hela SLAMF7+

Ewentos
Ewventos

T TYYeT YT ™ L ™

GFP »  SLAMF7 >

Figura 9 En esta imagen se plasma la tincién contra m SLAMF7 y expresion de
GFP en histogramas tanto para la linea HeLa pFB-GFP o HelLa pFB-GFP
MSLAMF?7.

9.5 Expresion de mSLAMF7 en células YT-S
En el laboratorio se cuenta con una linea celular de células NK, las YT-S, las

cuales normalmente no expresan SLAMF7 pero que fueron transfectadas con
una construccion que contiene el cDNA que codifica para esta proteina. Para
corroborar la expresién de SLAMF7 murino en YT-S, las células se tifieron con
anticuerpo especifico para SLAMF7 y el cual esta acoplado a un fluorocromo.
Como puede observarse en la figura X, las células YT-S que fueron transfectadas
con la construccion correcta expresan SLAMF7 en contraste con la linea

parental.
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Figura 10 En esta imagen se plasma la tincion contra mSLAMF7, en células
YT-S mSLAMF7.

9.6 Lisis celular especificacon células YT-S mSLAMF7 HelLa pFB-
GFP Y HeLa pFB-GFP mSLAMF7.

Para corroborar el efecto inhibitorio que promueve SLAMF7 en la ausencia de la
proteina adaptadora EAT-2, se realizaron ensayos de lisis especifica, los cuales
consisten en incubar las células efectoras, en este caso las YT-S que expresan
SLAMF7, con células blanco, en este caso con células HelLa que expresan o no
SLAMF7, a diferentes relaciones como se muestra en la figura X. Nuestros datos
muestran la expresion de SLAMF7 en la superficie de las células Hela,
promueve un efecto inhibitorio en células NK (YT-S) que es dependiente de la
expresion de SLAMF7 comparado con células HeLa que no expresan SLAMF.
Esta disminucion en el porcentaje de lisis especifica de células HelLa que
expresan SLAMF7 respecto células HeLA parentales fueron significativas a las
diferentes relaciones exceptuando la relacion 1:1 (Figura 12). Estos resultados
confirman que en ausencia de la proteina adaptadora EAT-2, SLAMF7 promueve

sefales que inhiben la funcion citotoxica de células NK.
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Lisis celular especifica con tres radios
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Figura 11 Se plasma lisis celular especifica en tres diferentes relaciones (E/T)
1:1,5:1 Y 10:1) para HelLa p FB-GFP o HeLa p FB-GFP mSLAMF?7.
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Figura 12 En esta imagen se plasma los analisis estadisticos de la lisis celular
especifica donde observamos que en la relacion 10:1 y 5:1, se obtuvo un valor

estadisticamente significativo, en la relacion 1:1 no fue estadisticamente

significativo.

9.7 Conjugados Celulares en células HeLa pFB-GFP Y HelLa pFB-GFP
mMSLAMF7

La capacidad de las células NK para poder eliminar eficientemente a sus células
diana, depende de una serie de eventos por los cuales las células NK debe
transitar. Esta serie de eventos involucran un fenomeno de adhesion celular, de
polarizacion de la maquinaria citotdxica y otros elementos como proteinas que
participan en vias sefalizacion y, finalmente la desgranulacién de granulos que
contienen perforina y enzimas liticas como las granzimas. Para poder identificar
si algun evento de éstos esta regulado por SLAMF7, lo primero que se evalué
fue la capacidad de SLAMF7 de regular la adhesion de las células NK a su célula
blanco. La adhesién celular se evalud por ensayos de formacion de conjugados
celulares para posteriormente ser analizados por citometria de flujo. Para lo

anterior las células NK (YT-S) se marcaron con una sonda fluorescente para
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favorecer su identificacion. Por su parte, tanto las células HeLa que expresan o

no SLAMF7 también expresan a GFP lo que a su vez favorece su identificacion.

Los resultados nos indican que, en funcion del tiempo, el porcentaje de
conjugados entre células NK y célula blanco incremento del 2% al tiempo O al
14% a los 10 minutos. Interesantemente, la presencia de SLAMF7 en células
HeLa resulto en una disminucion significativa del porcentaje de conjugados entre
células NK y células HelLa (Figura 14). Es importante mencionar que esta
disminucion fue significativa a los dos tiempos evaluados, 5y 10 minutos. Estos
resultados indican que la expresion de SLAMF7 en células NK, favorece una
disminucion en de la capacidad adhesion de las células NK. Lo que sugiere que
uno de los mecanismos por lo cuales SLAMF7 puede inhibir la funcion citotdxica

de las células NK es regulando la adhesién de las células NK.
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Figura 13: Se plasman los conjugados celulares a diferentes tiempos (10 minutis,
5 minutos y 0 min ) tanto para HeLa p FB-GFP o HelLa p FB-GFP mSLAMF7.
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Analisis estadisticos de adhesién celular

= 0.0001 p=0.05
p=0.005 -

&5 _— 15 s
1
g g 10 g )
g £ £
53 E E
2 £ 2
E 54 E 54 E I
E # E
o 0- ]
2 & 2 & 2 &
& 5 ¢ N & K
‘BQ & \g‘?‘b o @QQ q‘fb
¥ & & & S g
& & &
q@? Qﬁy ‘@?
10 minutos 5 minutos D minutos

Figura 14 En esta imagen se plasma los analisis estadisticos de los ensayos de
adhesion celular donde observamos que en el tiempo 10 minutos y 5 minutos,
se obtuvo un valor estadisticamente significativo, en el tiempo 0 minutos el valor

gue se obtuvo no fue muy relevante.

10.DISCUSION

Las células NK son linfocitos que juegan un papel fundamental tanto en la
respuesta inmune innato como adaptativa. Esto radica en sus atributos para
ejercer una funcion citotoxica, asi como en su capacidad para secretar citocinas
proinflamatorias[1],[2]. La funcién citotéxica de las células NK esta dirigida
principalmente contra células infectadas por virus o células que sufren de una
transformacion maligna. Existen diferentes mecanismos mediante los cuales las
células NK pueden lisar a sus células diana. El primero de ellos se basa en la
liberacion de granulos citotéxicos que son ricos en perforina y enzimas liticas
como las granzimas. Adicionalmente a este mecanismo, las células NK pueden
también inducir apoptosis en células blanco a través de la activacion de

receptores de muerte como FasL y TRAIL [5][36].

40



Existen varios mecanismos celulares regulan la capacidad citotoxica de las
células NK, los cuales ya han sido bien descritos y estos de manera general se
pueden agrupar en tres eventos discretos. El primero incluye la adhesion celular,
el segundo la polarizacion y finalmente la desgranulacion celular. Todos estos
eventos se suman para promover de manera eficiente la capacidad citotoxica de
las células NK[28],[29],[30]. No obstante, si alguno de esos eventos llegara a
fallar o a no suceder de manera adecuada, la capacidad citotoxica de las células
NK se puede ver gravemente comprometida y, en consecuencia, conducir al
desarrollo de patologias, como son principalmente las inmunodeficiencias

primarias[30].

Cada uno de estos eventos celulares esta regulado por una bateria de proteinas
de superficie que funcionan como receptores y los cuales estan agrupados en
diferentes familias. Una de estas familias, llamada SLAM, contiene al receptor
SLAMF7, quien es un receptor tanto de activacion como de inhibicion [31]. Todos
los miembros de la familia SLAM sefializan a través de las proteinas adaptadoras
SAP y EAT-2. SLAMF7 se ha estudiado a detalle en modelos murinos, lo cual,
ha permitido demostrar que es el Unico receptor de la familia SLAM que sefaliza
especificamente a través de EAT-2, en consecuencia, en ausencia de EAT-2,
SLAMF7 se vuelve un receptor de inhibicién [36]. En células humanas el papel
de SLAMF7 ha sido poco explorado y al igual que en raton, este receptor
favorece la inhibicion de la funcion citotoxica de las NK a través de la ausencia
de la proteina adaptadora EAT-2. Sin embargo, aun se desconocen los eventos
celulares y moleculares por los cuales SLAMF7 inhibe la funcion citotoxica de las
células NK [36].

En este trabajo, nos propusimos identificar cuales eran los principales
mecanismos celulares por los cuales SLAMF7 pudiese inhibir la funcion
citotoxica de las células NK. Para esto, dispusimos de un modelo en el cual
tenemos una variante de la célula blanco, en este caso, las células Hela, las
cuales derivan de un cancer cervicouterino. La Unica diferencia de esta variante
con respecto a su célula parental es la expresion de SLAMF7. Este modelo no
permitid6 por un lado comparar la susceptibilidad de las células blanco a ser
lisadas por las células NK en funcion de la presencia o ausencia de SLAMF7 en

las células diana. Nuestra primera serie de resultados nos indican que se
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observaron diferencias significativas en el porcentaje de lisis en las relaciones
10:1( E/T) y 5:1(E/T). Por lo cual, estos resultados sugieren que la sola expresion
del ligando natural de SLAMF7 sobre una célula blanco, que ademas expresa
moléculas del MHC-I, promueve la Inhibicién citotoxica de las células NK

humanas de manera significativa, lo cual ya se ha demostrado anteriormente.

Con la finalidad de interrogar sobre los mecanismos celulares por los cuales
SLAMF7 en células NK pudiese estar inhibiendo su funcién citotoxica, se decidié
evaluar la formacion de conjugados celulares como una manera de saber la

capacidad de adhesion de las células NK.

Nuestros resultados mostraron que las células YT-S fueron capaces de formar
conjugados con las células HelLa. La influencia de SLAMF7 sobre la formacion
de conjugados celulares, demostré que la presencia de este receptor en las
células HelLa disminuy0 significativamente el porcentaje de conjugados entre
células NK y células blanco. Estos resultados sugieren que SLAMF7 puede estar
impactar en el proceso de adhesion celular en células NK como uno de los
principales mecanismos por los cuales se pueda estar modulando la respuesta
citotoxica de las células NK. Sin embargo, aun falta evaluar si SLAMF7 participa
en modular otros eventos discretos como son la polarizacién y desgranulacion
[14],[43].

Hasta ahora, se sugiere que receptores de inhibicibn como aquellos que se
agrupan en la familia KIR, restringen la funcién citotdxica las células NK a través
de inhibir la polarizacidon de los granulos citotoxicos hacia la interfase que se
forma entre la célula NK y la célula blanca. Asi mismo se sugiere que este
mecanismo, parece ser el preferido por los receptores inhibitorios. Es importante
destacar que los receptores inhibitorios agrupados en la familia KIR asi como
NKG2A inhiben a través de reclutar a la fosfatasa de tirosinas SHP-1. Hasta
ahora, hemos demostrado que SLAMF7 puede inhibir de manera significativa la
formacion de conjugados entre célula NK y su blanco, lo que sugiere que SLAMF/
puede inhibir la adhesién de las células NK [43]. Aqui, vale la pena resaltar que
SLAMF7 promueve la inhibicién de funcion citotoxica de las células NK a través
de un mecanismo que depende la fosfatasa de lipidos SHIP1, por lo que es
posible que los receptores KIR y SLAMF7 representen dos modulos de inhibicion
independientes que operen a través de reclutar diferentes elementos de
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sefalizacion y que esto explique el que estos dos receptores pudiesen estar

inhibiendo diferentes respuestas celulares [43].

11.CONCLUSION

SLAMF7 es un receptor que inhibe la citotoxicidad celular mediada por células

NK en parte a través de regular la adhesion celular.

12 . PERSPECTIVAS

Evaluar el papel de SHIP-1 en células humanas que no expresan EAT-2, en
especial en los linfocitos T citotdxicos, por lo que implementar un modelo celular
bajo este escenario permitird desarrollar nuevo conocimiento acerca del papel
que cumple SLAMF7 en células citotbxicas humanas que carecen de la

presencia de EAT-2.
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14. ANEXOS

Triplicado de ensayos de lisis celular especifica
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Lisis especifica con tres radios 3
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Figura 15 Se plasma triplicado de lisis celular especifica en tres diferentes
relaciones (E/T) 1:15:1 Y 10:1) para HeLa p FB-GFP o HelLa p FB-GFP

MSLAMF7.
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Triplicado de ensayos de conjugados celulares
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Figura 16 Se plasman triplicados de conjugados celulares a diferentes tiempos

(20 minutis, 5 minutos y 0 min ) tanto para HeLa p FB-GFP o HeLa p FB-GFP
MSLAMF7.
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Curva de concentraciéon de inhibidores SHP-1Y SHIP en células HeLa pFB-
GFP
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Figura 17 Curva de concentracion de los inhibidores a diferentes
concentraciones tanto pa ra SHP-1 Y SHIP en células HelLa pFB-GFP.Se

observa muerte celular en las diferentes concentraciones con SHIP.
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