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Resumen

Las celulas Natural Killer (NK) juegan un papel esencial en la inmunidad contra tumores e
infecciones virales a través de dos mecanismos fundamentales: secrecion de citocinas y
funcién citotdxica. 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 &mbito 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 celula 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 accién de SLAMF7 estan conservados en
celulas 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 funcién 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 comparacién 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 patron 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, adhesion,
polarizacion y degranulacion 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 ectopicamente SLAMF7 en células HeL a, 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 uso de citometria de flujo y microscopia confocal.
Nuestros resultados mostraron que la expresion basal de SLAMF7 esta regulada en funcion
del estadio de activacion de las células NK. Ademas, se observé que la presencia del ligando
natural de SLAMF?7 en células HeLa favorece su lisis con respecto a células que no expresan
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SLAMF7, este incremento en la funcion citotoxica promovida por SLAMF7 correspondio
con una mayor degranulacion, la cual fue dependiente de la participacion de PLC-y, y en un
menor impacto, de PI3K. En contraste a la degranulacion, como principal mecanismo que
favorece la funcion litica de las células NK, SLAMF7 no tuvo un impacto significativo en la
adhesion o en la polarizacion celular. En conclusion, este trabajo demuestra que en células
NK humanas, SLAMF7 promueve sefiales de activacién que inciden principalmente en
influenciar la degranulacion celular a través de un mecanismo dependiente de PLC-y vy,
consecuentemente, contribuye a regular eventos efectores especificos durante la respuesta

citotoxica de las células NK.



Abstract

NK cells play an essential role during the antitumoral and antiviral response through two
main mechanisms: secretion of cytokines and release of granzyme and perforin (cytotoxic
function). Therefore, understanding the cellular and molecular mechanisms that govern the
effector functions of NK cells is very important to know how these cells fight off different
target cells. The cytotoxic function of NK cells is regulated by several surface activating and
inhibitory receptors, but the exact function of some of these receptors during the elimination
of target cells is yet to be determined. SLAM receptors are in the group of transmembrane
proteins exclusively expressed by hematopoietic cells. 2B4 and SLAMF7 are two of the
SLAM receptors best studied in NK cells. In that sense, it has been demonstrated that the
ligand expression of SLAMF7 in target cells increase the cytotoxic function of mouse NK
cells and this effect is dependent of the presence of the adaptor protein EAT-2. Many studies
suggest that this receptor regulates the cytotoxic function in human NK cells. On one hand,
the cross-linking of SLAMF7 using specific monoclonal antibody triggers the cytotoxic
function of NK cells. On the other hand, the expression of SLAMF7 on target cells lacking
MHC-I molecules are killed more efficiently by NK cells. These results suggest that
SLAMF7 plays an important role during the activation of NK cells, however, the mechanisms
that lead to those functions are unknown. In this work we were focused on evaluate the
expression of SLAMF7 in different activations states of in human NK cells. We also
evaluated the impact of SLAMF7 in cell adhesion, cell polarization and cell degranulation
during the engagement of SLAMF7 in human NK cells. Finally, we also evaluated the
participation of PLC-y and PI3K during the engagement of SLAMF7 in human NK cells. We
used a target cells expressing the SLAMF7 ligand and through several functional assays
based on the use of flow cytometry and confocal microscopy, we evaluated the impact of
SLAMF7 in human NK cells. We found that NK cells express SLAMF7 basally, but their
activation in vitro significantly increased the expression of SLAMF7. Likewise, we
demonstrated that physiological ligand of SLAMF7, expressed by target cells, increase the
cytotoxic function of human NK cells. This result was primarily determined on the ability of
SLAMEF7 to promote NK cell degranulation rather than cell adhesion or granule polarization.
Additionally, this outcome was dependent on PLC-y, and with less impact on PI3K. In

conclusion, we generated convincing evidence that SLAMF7 regulate discrete cellular events



(cell degranulation) rather than global cellular process during the activation of human NK

cells.
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INTRODUCCION

Las células NK y las células T CD8" son las células citotoxicas mejor estudiadas del
sistema inmune, ambas se concentran en combatir infecciones virales y/o tumorales [1]. Por
un lado, se sabe que las células NK expresan una gran diversidad de receptores
transmembranales, los cuales pueden ser o activadores o inhibidores, en consecuencia, el
balance de sefiales entre estos receptores determina si se promueve, 0 no, la capacidad
citotéxica de las células NK. Por otro lado, aunque las células T CD8* también expresan una
gran diversidad de receptores transmembranales, se reconoce que su activacion depende casi
por completo del TCR. En ese contexto, una vez que las células citotdxicas reconocen a su
célula blanco, estas se activan y son capaces de promover la eliminacién directa de células
diana [2], [3].

Actualmente se tiene una comprension méas clara acerca de los mecanismos
moleculares y celulares que regulan la funcion efectora de las células citotoxicas, sin
embargo, también es cierto que aun existen interrogantes importantes respecto a la funcion
que desempefian receptores poco explorados en estas células, ejemplo de lo anterior
corresponde al receptor SLAMF7, un receptor que incrementa la capacidad citotdxica de las
células NK murinas y, al parecer, también regula el estado funcional de las células NK
humanas. Por lo tanto, el objetivo de este proyecto fue elucidar el impacto de SLAMF7

durante la activacion de las células NK humanas.

Células Natural Killer

Desarrollo y origen de las células NK

Las células NK (del inglés, natural killer) son células linfoides que se originan en
médula 6sea a partir de un progenitor linfoide comun. Recientemente se ha sugerido que el
desarrollo y maduracién de las células NK puede llevarse a cabo no solamente en médula
Osea, sino también en otros tejidos, principalmente en los tejidos linfoides secundarios [4].
En este sentido se ha sugerido que los diferentes microambientes en los cuales se desarrollan
las células NK pueden impactar sobre su fenotipo y en consecuencia, pueden contribuir en la
diversidad de las mismas, incluso en un mismo individuo [5]. Otro punto importante durante

el desarrollo de las células NK, es que la interaccidn directa entre células dendriticas (DC,



por sus siglas en ingles) y las células NK resulta ser crucial para la generacion de células NK

inmunocompetentes con una alta capacidad citotoxica [6], [7].

A principios de los setenta, las células NK comenzaron a describirse como linfocitos
granulares capaces de eliminar células tumorales a través de un mecanismo de citotoxicidad
natural. Esta capacidad no necesitaba de un reconocimiento previo con el antigeno [8], [9].
Con el paso de los afios, diversas investigaciones permitieron agruparlas dentro del linaje
linfoide, y fueron reconocidas, no solamente como células con potentes efectos citotdxicos,
sino también, como células efectoras productoras de citocinas y quimiocinas. Actualmente
sabemos que las células NK no solamente eliminan células tumorales o transformadas, sino
que ademas participan en la defensa en contra de infecciones microbianas intracelulares,
principalmente infecciones virales. De igual forma, como resultado de la capacidad que
tienen para secretar citocinas, las células NK regulan indirectamente la activacién de otras
células inmunes. En consecuencia, las células NK pueden considerarse como células
polifuncionales [10], [11].

Las células NK estan dotadas con una serie de receptores que son codificados por
genes de la linea germinal. Cada uno de estos receptores pueden, tanto estimular como inhibir
las funciones efectoras de estas células. 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 [2], [11]. Sin embargo, en los Gltimos afios se
ha demostrado que las células NK son capaces de desarrollar un tipo de memoria
inmunoldgica a corto plazo durante ciertas infecciones virales, en particular en aquellas
causadas por citomegalovirus (CMV, por sus siglas en inglés). Este tipo de memoria

inmunoldgica depende de distintos mecanismos epigenéticos [12], [13].

Poblacion de células NK humanas

Las células NK humanas representan del 5 al 20 % de los linfocitos circulantes totales.
En humanos, se caracterizan por expresar la molécula CD56, pero no CD3, por lo tanto, se
definen como CD56"CD3". En base a la expresion de CD56, las células NK pueden
subdividirse en dos poblaciones principales, células NK CD56%™ y células NK CD56°19", y
cada una de estas lleva a cabo funciones efectoras particulares [5], [14], Figura 1.

Aproximadamente un 10% de las células NK totales que encontramos en circulacion exhiben
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Figura 1. Células NK humanas. En base a la densidad de la molécula CD56, las células NK humanas se
clasifican en CD569" 0 CD56%™ y cada una de estas subpoblaciones se encuentran cumpliendo funciones
especificas. Las células NK CD56™19" principalmente se caracterizan por secretar citocinas y comprenden
alrededor del 10% del total de las células NK que se encuentran en circulacién sanguinea, el otro 90% de
células NK, corresponde a las células NK CD56%™ las cuales se caracterizan por presentar potentes efectos
citotdxicos. Receptor de la familia de las inmunoglobulinas (KIR), receptores de células NK (NKR).

una expresion abundante de la molécula CD56, subpoblacion que se le conoce como
CD56" a cual se caracteriza por secretar grandes cantidades de citocinas, principalmente
interferén gamma (IFN-y, por sus siglas en inglés) y factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a,
por sus siglas en inglés). Interesantemente, la mayoria de las células NK que se alojan en
tejido presentan el fenotipo CD56""9" [15], las cuales exhiben una abundante expresion de
receptores para quimiocinas, lo que les permite desplazarse facilmente de un sitio a otro. Asi
mismo, también hay evidencia que sugiere que las células CD56""9" podrian ser los
intermediarios para el desarrollo de las células CD56%™, se denominan CD56%™ ya que con
respecto a las células NK CD56""9" expresan una densidad menor de la molécula CD56 [16],
[17]. Esta Ultima, es la subpoblacion mayoritaria que se encuentra en circulacion, ya que
comprenden alrededor del 90% de las células NK totales, Figura 1. La poblacion CD56™
no solamente es la mas abundante en circulacion, sino que también se caracteriza por ser
altamente citotoxica, pues expresa grandes cantidades de vesiculas liticas las cuales
contienen proteinas liticas (granzimas y perforina), los cuales son responsables de promover
la eliminacion/lisis directa de células blanco a través de un mecanismo conocido como
citotoxicidad natural [11], [14]. Aunque las células CD56°"9" se especializan en la secrecion

de citocinas y exhiben niveles bajos de perforina y granzimas, también pueden ser capaces
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de eliminar células blanco a través de los receptores FasL. 0 TRAIL [18], un mecanismo que

describimos con mas detalle en la siguiente seccidn.

Notablemente, se ha reportado que la estimulacion de células NK CD569" con
interleucina 15 (IL-15) promueve de manera significativa la sintesis de proteinas citoliticas,
potenciando de esta manera su capacidad citotdxica hacia ciertas células tumorales. Sin
embargo, aun no esta del todo claro cual es la contribucién exacta de éstas células durante
una respuesta inmune hacia ciertos virus o células tumorales [14]. Por lo tanto, aunque las
células NK secretan grandes cantidades de citocinas antivirales o antitumorales y promueven
la eliminacién de células blanco a través de ligandos de muerte, el papel principal de las
células NK es el de eliminar células blanco a través de la liberacion de perforina y granzimas,

un proceso finamente regulado que se describe a continuacion.

Eliminacion de células blanco por linfocitos citotoxicos

A diferencia de las células T CD8*, que requieren de una activacion previa para
adquirir la maquinaria citotoxica, las células NK estan capacitadas para eliminar células
blanco susceptibles en cualquier momento, pues adquieren toda su maquinaria citotoxica
durante su desarrollo y maduracién [1]. Una vez que las células NK o las CTL encuentran a
su célula blanco, se desencadenan una serie de sucesos estrictamente regulados durante el
proceso efector de estas células citotoxicas. Estos eventos incluyen la adhesion celular, la
convergencia de vesiculas liticas, la polarizacion de estas vesiculas liticas, la exocitosis o
degranulacion de proteinas liticas y finalmente la eliminacién de células blanco [19], [20],
Figura 2. Todos estos pasos aseguran la eliminacion eficiente de células blanco, por lo cual,
cada uno de ellos son esenciales durante una respuesta citotoxica celular, por otro lado, si
alguno de estos eventos llegara a fallar, la capacidad citotoxica se puede ver comprometida,
lo que provoca que las células NK o CTL no puedan eliminar adecuadamente a las células
blanco [19].

Asi mismo, la participacion de varias proteinas citoplasmaticas es esencial para
asegurar que estas celulas liberen su contenido citotoxico de manera eficiente y se promueva
una adecuada eliminacién de las células blanco. Entre las principales proteinas se incluye a
los microfilamentos de actina, las dineinas, el centro organizador de microtibulos (MTOC,

por sus siglas en inglés), ademas de proteinas involucradas en el transporte y la fusion



vesicular [19], [20]. Uno de los eventos mas tempranos que acontece durante la respuesta
citotdxica es la reestructuracion del citoesqueleto, la cual se caracteriza por la polimerizacion
de los microfilamentos de actina hacia el sitio de contacto entre la célula NK y su célula
blanco. Asi mismo, la reubicacion del MTOC y las vesiculas liticas cargadas con perforinay
granzimas hacia el sitio de la sinapsis litica es otro de los procesos caracteristicos durante los
primeros minutos de activacion de células NK [19], Sin embargo, antes de que el MTOC sea
reubicado en el sitio de sinapsis, ocurre un fendmeno conocido como convergencia de
granulos liticos, un paso esencial que se caracteriza por la migracion de las vesiculas cargadas
de granzimas y perforina hacia el MTOC. Este proceso de convergencia es de suma
importancia, pues se ha demostrado que a través de este mecanismo se logra proteger a las
células sanas que se encuentran adyacentes a la célula blanco, y por otro lado, se asegura que
las proteinas citotoxicas sean liberadas de manera especifica solo hacia el sitio de contacto
con la célula blanco [21]. Este proceso de convergencia es facilitado por proteinas de
transporte citosélico como las dineinas [22]. Unicamente después de que ha ocurrido el
proceso de convergencia, todo este complejo macromolecular comienza a migrar y a
concentrarse en el punto de sinapsis litica y este evento se conoce como polarizacion [19].
Asi mismo, la reorganizacion de los microtubulos es fundamental, pues es a través de estos
que las vesiculas liticas son transportadas hacia el MTOC y posteriormente hacia el sitio de
sinapsis litica, seguido de este evento las vesiculas liticas que han polarizado se fusionan con
la membrana celular externa, permitiéndose la liberacién y acumulaciéon de granzima y
perforina en el sitio de contacto entre la célula efectora y la célula blanco, Figura 2, este es
uno de los ultimos eventos que ocurre durante la fase efectora de las células NK y al cual se
le conoce como degranulacion [19].

La perforina liberada en el sitio de sinapsis inmune tiene la capacidad de ensamblarse
sobre la membrana de la célula blanco y, en presencia de calcio, se polimeriza formando una
especie de poro o canal entre el espacio extracelular y el espacio interno de la célula. De esta
manera, permite que las granzimas, principalmente granzima B y granzima A, liberadas por
la célula citotdxica pasen a través de la membrana de la célula blanco hacia el citosol [18],
[23]. Aunque esta fue la via que se describio por primera vez (via clasica) sobre como la
granzima llega al citosol de la célula blanco, también se ha demostrado que la granzima B

(la granzima con mayor capacidad citolitica) puede ser reconocida por el receptor de manosa-
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Figura 2. Las células NK eliminan células blanco a través de dos mecanismos principales. Las células
citotoxicas eliminan células blanco a través de una serie de eventos que en conjunto garantizan la
eliminacion eficiente de estas células blanco (panel suprior). Especificamente, las células NK eliminan
células blanco a través de la liberacion de perforina'y granzimas. La perforina genera poros en la membrana
de la célula blanco y esto permite que la granzima alcance el citoplasma donde activan diferentes vias las
cuales culminan, o no, en la activacién de caspasas (panel inferior A). El segundo mecanismo es a través
de una citotoxicidad mediada por receptores de muerte, en células NK activadas se induce la expresion de
FasL y TRAIL y una vez que se unen a sus respectivos receptores sobre la célula blanco, promueven la
activacion de caspasa 8 o 10 y estas Ultimas favorecen la activacion de otras caspasas 0 miembros de la
familia BCL-2 como BID (panel inferior B). Ambos mecanismos efectores de las células NK conducen a
la activacion de nucleasas capaces de generar cortes en el DNA, y este dafio finalmente conduce a un
proceso de muerte denominado apoptosis celular, el cual puede ser dependiente o independiente de
caspasas. Centro organizador de microtibulos (MTOC, por sus siglas en inglés), linfocitos T citotoxicos
(CTL, por sus siglas en inglés), complejo supramolecular de activacion (SMAC, por sus siglas en inglés).
Modificado de, Kabanova et al., 2018 y de Prager I, J Leukoc Biol, 2019.

6-fosfato, un receptor presente en las células blanco. Consecuentemente, la granzima B es
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internalizada por endocitosis a través de este receptor y almacenada en vesiculas
citoplasmaticas dentro de la célula blanco. Sin embargo, aunque la ruta de acceso de la
granzima B hacia la células blanco sea a través de un receptor, necesariamente se requiere la
presencia de perforina y la formacion de poros sobre las diferentes membranas para la
liberacion de la granzima hacia el citosol de la célula diana. En ausencia de perforina, la
capacidad litica de las células NK o CTL disminuye de manera importante y se encuentra
comprometida, consecuentemente, las células citotoxicas son incapaces de eliminar células
blanco a través de granzimas [23]. Por lo anterior, la perforina es fundamental para que la
granzima logre alcanzar el citosol de la célula blanco y sea capaz de llevar a cabo su funcion

enzimatica.

La familia de granzimas son un grupo de proteasas de serina que promueven la
activacion de otras proteinas a través de generar cortes especificos después de un residuo de
aspartato en diferentes pro-caspasas (proteinas en estado inactivo), las cuales son encargadas
de promover la fragmentacion del acido desoxirribonucleico (ADN) [24]. Por lo tanto, el
procesamiento proteolitico promueve la activacion de estas caspasas, 10 que conduce a la

fragmentacion del DNA y apoptosis de la célula blanco [23].

La granzima mejor estudiada en células citotoxicas es la granzima B, que reconoce
directamente como sustrato a pro-caspasa 8, pro-caspasa 3 y proteinas de la familia BCL-2
(del inglés, B-cell lymphoma-2), principalmente a BID (del inglés, BH3-interacting domain
death agonist) [23]. La caspasa 8 presenta una funcion iniciadora, pues por si sola no parece
ser capaz de inducir muerte celular. Debido a ello, tiene que activar a otras pro-caspasas para
poder desencadenar un proceso apoptotico. La caspasa 8 reconoce como sustrato a pro-
caspasa 3 y promueve su activacion, esta ultima una vez activa, tiene la capacidad de activar
nucleasas que migran a ndcleo y promueven la fragmentacion del DNA [25]. Por su parte,
las proteinas de la familia BCL-2 regulan de manera importante el ciclo celular y son capaces
de inhibir o promover muerte celular a través del procesamiento proteolitico y activacién de
BID. BID es una proteina que promueve la liberacién de citocromo C desde las membranas
mitocondriales hacia el citosol. El citocromo C en conjunto con un factor apoptético, APAF1,
activa a la caspasa 9, y al igual que caspasa 8, promueven la activacion de caspasa 3 [23],

[25]. Por otro lado, BID también participa en la liberacion y activacion de nucleasas como



EndoG, las cuales son capaces de generar la fragmentacion del DNA genémico [23], Figura
2. Como consecuencia de esta perturbacion en la integridad del DNA, se genera una cascada
de sefiales que conduce a la muerte celular, un proceso que se conoce como apoptosis

dependiente de caspasas [18].

Como mencionamos anteriormente, existen otros mecanismos a través de los cuales
las células citotoxicas también promueven la eliminacion de células infectadas o
transformadas. Estos consisten en promover la activacion de receptores de superficie celular
cuya expresion se induce en muchas células blanco de origen tumoral. La proteina Fas
(también conocido como CD95) y TRAILR (del inglés, TRAIL-receptor) forman parte de
este grupo de receptores [18], los cuales reconocen al ligando Fas (FasL) o TRIAL,
respectivamente. Estas Ultimas dos, son proteinas que se inducen durante el proceso de
activacion de las células citotoxicas, lo cual asegura que Unicamente las células NK activadas
o CTL sean capaces de eliminar células blanco a través de esta via. Durante la activacion de
Fas o TRIALR, se genera el reclutamiento de unas proteinas adaptadoras citosélicas con
dominios de muerte, las cuales son capaces de reclutar a pro-caspasa 8 y 10. Una vez
reclutadas, estas pro-caspasas son procesadas proteoliticamente lo que permite su activacion
[18]. Como se mencioné anteriormente, caspasa 8 activa a pro-caspasa 3 y esta Ultima,
conduce a la activacion de enzimas con actividad DNasa (fragmentacion del DNA) [25].
Finalmente, también se menciond que los linfocitos citotoxicos tienen un papel importante
durante la secrecidn de citocinas inflamatorias durante procesos infecciosos o patoldgicos.
Principalmente citocinas como IFN-y y TNF-a son secretadas por estas células, las cuales
participan de manera importante en la inmunidad antiviral y antitumoral [26] y en la
activacion de otras células inmunes. Estas citocinas son capaces de promover la expresion de
genes implicados en la presentacion de antigeno, lo que asegura el reconocimiento y
activacion de otras células efectoras. Asi mismo, son capaces de inducir arresto celular e
incluso promover de manera directa la eliminacion de células blanco a través de un
mecanismo dependiente de caspasas [26]. Por lo tanto, aungue la eliminacién de las células
blanco por las células NK sea principalmente a través de perforina y granzimas; la via de
FasL o TRAIL e incluso por la secrecion de citocinas, resulta ser esencial sobre todo en
aquellas condiciones donde la via que depende de perforina 'y granzimas se encuentra alterada
[27], [28].



Al igual que cualquier otra célula inmune, las células NK deben tener la capacidad
para responder Unicamente en situaciones donde exista dafio celular o insultos microbianos
y en condiciones fisioldgicas normales, las células NK deben permanecer sin respuesta, en
otras palabras, deben exhibir tolerancia a las moléculas propias de los diferentes tejidos, es a
ese proceso que se le conoce como educacion o licencia [29]. Asi mismo, debido a su
respuesta tan rdpida y a su potente citotoxicidad, su umbral de activacion debe ser finamente
regulado, de lo contrario, si estas células llegan a reaccionar de manera inespecifica contra
células sanas podrian desencadenar respuestas autoinmunes que en muchos casos serian
mortales [29], [30].

Educacion de las células NK

Se han propuesto una serie de modelos muy relacionados entre si y que tratan de
explicar el proceso de educacion de las células NK. En ese contexto, esta el modelo de
licencia (del inglés, licensing) y el modelo de equipamiento (del inglés, arming) [31]. Estos
modelos proponen que los receptores de inhibicidn presentes en las células NK, y que ademas
sean capaces de reconocer a moléculas del MHC-1 propias sobre las células adyacentes,
conducen al desarrollo de células NK maduras potencialmente citotdxicas. En consecuencia,
bajo estos escenarios las células NK generan tolerancia a tejido sano propio y reactividad
hacia células blanco [31]. Por otro lado, esta el modelo de desarme (del inglés, disarming
model) el cual sugiere que todas las células NK que se generan son altamente reactivas, pero
pierden su capacidad citotoxica al entrar en un estado de anergia como consecuencia de una
activacion constante generada por los receptores de activacion. Sin embargo, la capacidad
citotoxica de las células NK puede ser rescatada unicamente si las sefiales de activacion son
atenuadas o frenadas por los receptores de inhibicion presentes en estas mismas células [32],
[33], [34]. Por otro lado, esta el modelo del redstato (del inglés, rheostat model), un modelo
muy relacionado a los modelos de licensing y arming, sin embargo, este modelo también
postula que la capacidad citotdxica de una célula NK puede ser calibrada en funcion del
namero de moléculas del MHC-I que son capaces de reconocer. Por lo tanto, entre mayor es
el nimero de receptores inhibitorios capaces de sefializar, mayor es la educacién de las
celulas NK y, en consecuencia, mayor es la tolerancia a moléculas propias y mayor la
reactividad hacia células blanco [35], [36]. Finalmente, encontramos el modelo de

confinamiento (del inglés, Confining model), el cual, comparte ideas de los tres modelos ya
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mencionados anteriormente, pero también sugiere que es necesaria la participacion de
receptores de adhesion celular, principalmente, aquellos involucrados en la reorganizacion
del citoesqueleto [37], [38]. Por lo tanto, propone que la educacion de las células NK se lleva
a cabo a través de un proceso dindmico y finamente regulado por receptores de inhibicion,
por receptores de activacion y sefiales mediadas por moléculas de adhesion (principalmente
integrinas). En consecuencia, la integracion de las sefiales emanadas a través de este conjunto
de receptores conduce al desarrollo de células NK maduras, con una tolerancia hacia tejido

sano, pero potencialmente citotoxicas hacia células blanco [39], [40].

En ese contexto, diferentes trabajos han permitido corroborar la importancia de los
receptores inhibitorios (principalmente KIR y NKG2A, descritos méas adelante) durante el
desarrollo y activacién de las células NK. En ese sentido, se ha demostrado que del total de
las células NK humanas que se encuentran en circulacion, hay un porcentaje muy bajo de
ellas que han sido descritas como una poblacion de células NK no educadas (del inglés,
uneducated NK cells), las cuales, carecen o presentan una reduccion significativa de
receptores KIR o NKG2A [41], [42]. En consecuencia, estas células son incapaces o poco

capaces (si es que llegan a reaccionar) de responder hacia una célula blanco [42].

Particularmente, en los modelos murinos se ha demostrado que deleciones en la
region citoplasmatica del receptor Ly49A, el homologo de los receptores KIR en humano, o
mutaciones puntuales en los motivos a través de los cuales sefializan estos receptores (ITIM
(del inglés, immunoreceptor tyrosine-based inhibition motif)), bloquean la educacion de las
celulas NK. Por otro lado, el desarrollo de las células NK en ausencia de las proteinas
adaptadoras a través de las cuales sefializan los motivos ITIM también conduce a la
acumulacién de células NK inmaduras incapaces de llevar a cabo funciones citotdxicas
eficaces. En particular, la ausencia de las fosfatasas SHP-1 (del inglés, Src homology region
2 (SH2) domine-containing phosphatase-1), SHIP-1 (del inglés, SH2 domain-containing
inositol-5-phosphatase-1), o de la proteina adaptadora SAP (del inglés, SLAM-associated
protein) conducen al desarrollo de células NK hiporreactivas [43], [44]. En consecuencia,
esos resultados han permitido poner de manifiesto la importancia de los receptores
inhibitorios, los motivos ITIM, las proteinas fosfatasas y/o las proteinas de la familia de SAP

durante el desarrollo de las células NK.
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Receptores de inhibicidn, receptores de activacion y respuesta efectora de
las células NK

Las células NK fueron descritas originalmente como células citotoxicas con una
capacidad de respuesta rapida, capaces de responder inmediatamente después del
reconocimiento de sefiales especificas (sefiales de estrés o moléculas no propias). Lo anterior,
di6 pauta a la propuesta de dos hipétesis generales que permiten explicar como es que las
células NK llegan a reconocer y eliminar a su célula blanco. La primera de estas incluye al
“missing self” (pérdida de lo propio), y la segunda incluye al “induced self” (induccién de
lo propio). Por un lado, el missing self se refiere principalmente a la perdida moléculas del
MHC-I (ligandos para los receptores de inhibicién). Por otro lado, el induced self se refiere
a la expresion de moléculas que se inducen como consecuencia de estrés o dafio celular
(ligandos para receptores de activacién). Por lo tanto el induced self como el missing self
involucran dos estadios celulares capaces de inducir la actividad citotdxica de las células NK
[45], Figura 3.

Las células NK exhiben de manera constitutiva receptores de inhibicion y receptores
de activacion, asimismo, estos receptores son capaces de activarse y generar una respuesta
efectora en las células NK inmediatamente después de que interaccionan con su ligando. En
ese sentido, el balance de las sefiales emanadas a través de los diferentes receptores que
exhibe una célula NK determinan su respuesta efectora [2], Figura 3. Un ejemplo que nos
permite entender cdmo es que se regula el estado funcional de estas células seria el siguiente:
con respecto a los receptores de inhibicidn, si se encuentra un mayor nimero de receptores
de activacion sefializando, se favorece una respuesta citotdxica. Por el contrario, si hay un
mayor numero de receptores de inhibicion sefializando, la respuesta citotdxica se inhibe [45].
Asi mismo, tan importante como son los receptores de superficie que exhibe una célula NK,
son igualmente importantes los ligandos que se expresan en la célula blanco, ya que estos

determinan que receptores seran activados [2].
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Figura 3. Activacion de células NK. A durante su desarrollo y maduracidn, las células NK (Natural Killer)
reciben un proceso de educacién que les permite desarrollar una tolerancia hacia las células propias que se
encuentran libres de dafio (tejido sano), asi mismo, los receptores de inhibicidn regulan de manera muy
importante este proceso de tolerancia, los cuales inhiben la capacidad citotoxica de las células NK. B en un
escenario donde las células pierden la expresion de MHC-I, un proceso conocido como “missing-self”, los
receptores de activacion pueden conducir a la activacion de las células NK, pues no hay sefiales negativas
que repriman las sefiales de activacion mediadas por los receptores de activacion en estas células,
desencadendndose una respuesta citotoxica. C, Asi mismo, en estados de estrés, las células blnaco pueden
inducir o incrementar la expresion de moléculas/ligandos (“induced-self”) para los receptores de activacion

sobre las células NK, por lo tanto, si hay una mayor estimulacion a través de receptores de activacién, con
respecto a receptores de inhibicidn, las células NK se activan y promueven la eliminacién de células blanco.

Modificado de, Vivier E, Nat Rev Immunol, 2012.
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Dentro de los principales receptores de inhibicion en las células NK encontramos a
los receptores KIR, los cuales, reconocen como ligando a las moléculas del MHC-1 (del
inglés, mayor histocompatibility complex), también conocidas como HLA-I (del inglés,
human leukocyte antigen 1) [45], [46], [47], Figura 4. De este modo, todas las células
nucleadas que expresan cantidades normales de moléculas de MHC-I sobre su membrana
celular externa, se encuentran protegidas de una respuesta citotoxica mediada por las células
NK. En otras palabras, las células NK son incapaces de eliminar células propias que expresan
niveles normales de MHC-1 [26], [48].

Por otro lado, encontramos a la familia de receptores NKG2, la cual esta constituida
por receptores de inhibicidn y receptores de activacion, ya hemos mencionado al receptor
NKG2A, el cual, en conjunto con NKG2C y NKG2E conforma la familia de receptores
NKG2 [46]. Los receptores NKG2 son una familia de lectinas tipo C, forman dimeros con la
molécula CD94 y presentan una cualidad en comdn, los tres reconocen al mismo ligando, se
unen de manera especifica a la molécula HLA-E, una molécula de HLA-I no clésica [49].
NKG2A presenta una regién carboxilo terminal larga en la cual se presentan varios motivos
ITIM capaces de reclutar a SHP-1. Se ha demostrado que la expresion de la molécula
NKG2A parece ser muy abundante durante los estadios més tempranos de maduracion de las
células NK, sin embargo, su expresion se reduce de manera significativa durante los estadios
finales de diferenciacion, lo cual, impacta en la capacidad citotoxica de las células NK

terminalmente diferenciadas.

Por su parte, los receptores NKG2C y NKG2E carecen de motivos de sefializacion
intrinsecos, por lo que deben asociarse a una molécula adaptadora adicional para poder
sefalizar. Especificamente, se asocian de manera no covalente con la molécula DAP12 (del
inglés, DNAX-activating protein of 12 kDa) [46], una molécula de activacion celular. DAP12
presenta motivos ITAM (del inglés, immunoreceptor tyrosine-based activation motif) los
cuales, una vez fosforilados reclutan diferentes cinasas como Syk y ZAP70, cinasas
involucradas durante la activacion de las células NK [47]. Interesantemente, ha sido
reportado que la infeccion por citomegalovirus parece incrementar la diferenciacion y
expansion de células NK positivas para NKG2C, por lo cual, una alta expresion este receptor

favorece la capacidad citotdxica de las células NK [4].
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Figura 4. Las células NK expresan multiples receptores de inhibicion y activacion. Las células NK
expresan una gran variedad de receptores los cuales regulan su estado funcional, este repertorio de receptores
lo podemos dividir en dos grandes grupos, receptores de activacién y receptores de inhibicion, asi mimaos,
encontramos que estos receptores son capaces de activarse de manera independiente (receptores sin
especificidad para moléculas HLA-I), panel A, o de manera dependiente de las moléculas de clase | (receptores
especificos para HLA-I), panel B. Los ligandos que reconocen estos receptores pueden estar anclados a la
membrana de la célula blanco o bien formar parte de la matriz extracelular (ECM, extracellular matrix).
Actualmente atn hay receptores sobre las células NK de los cuales se desconocen sus ligandos (simbolo ?).
También hay receptores en las células NK los cuales pueden emanar tanto sefiales de activacion como de
inhibicion, un ejemplo de ellos lo vemos en color violeta. Los semicirculos en verde muestra los receptores
de las células NK y los semicirculos en amarillo muestran los ligandos con los que interactian. Modificado
de, Quatrini L, Eur. J. Immunol, 2021.

Aparte de los receptores ya mencionados, las células NK también expresan a otras
familias de receptores que impactan en su capacidad citotdxica, por ejemplo, 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, Figura 4 y 5. Dentro de estos, se
encuentran receptores con funciones de activacion o de inhibicion. Los receptores LILRA
(LILRA1 a LILRAG) promueven activacion y son capaces de incrementar la capacidad
citotoxica de las células NK, éstos sefializan a través de la cadena gamma comun del receptor
Fc a través de los motivos ITAM. Por otro lado, los receptores LILRB (LILRB1 a LILRB5
[o CD85J, CD85D, CD85A, CD85K y CD85C, respectivamente]) exhiben una region
citoplasmatica larga en la cual, presentan varios motivos ITIM capaces de reclutar a las

fosfatasas SHP-1 y/o SHP-2, por lo que regulan negativamente la activacion de las células
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NK. Asi mismo, una alta expresion de los receptores LILRB ha sido relacionada con una baja
capacidad citotoxica por parte de las células NK, en consecuencia, éstos favorecen la evasion
inmune y el desarrollo de procesos patologicos como el cancer [50], [51].

Otros de los receptores de inhibicion presentes en las células NK incluyen a KLRG1
(del inglés, Killer cell lectin-like receptor G1), un receptor de lectina tipo C que presenta un
motivo ITIM y que reclutaa SHIP-1y SHP-2, Figura 5. Este receptor reconoce como ligando
a cadherina E, N y R, moléculas presentes de manera basal en células epiteliales, ademas,
parecen aumentar de manera significativa con la edad [52]. Consecuentemente, la presencia
de este receptor ha sido relacionado con una baja reactividad por parte de las células inmunes.
En ese contexto, la reduccion de E cadherina ha sido sugerido como una estrategia para
incrementar la capacidad citotoxica de las células NK y eliminar de manera mas eficiente

células tumorales de origen epitelial [46], [53].

Al igual que muchos receptores de inhibicion en células NK, los receptores KIR
también sefializan a través del reclutamiento de SHP-1 [47], [48]. Se ha demostrado que uno
de los principales sustratos de la proteina SHP-1, es Vavl, un factor intercambiador de
nucleodtidos de guanina. SHP-1 promueve la inactivacion de Vavl removiendo grupos
fosfatos de esta ultima. La activacion de Vav1l ocurre durante los eventos mas tempranos de
la activacion de las células NK, por lo tanto, la desfosforilacion de Vavl bloquea todas las
vias de sefializacion rio abajo que acontecen a través de esta proteina [54]. Vav1l participa en
la activacion de proteinas que estan involucradas en los procesos de adhesion celular y
polimerizacion de los microfilamentos de actina, uno de los primeros pasos que permiten la
activacion de las células NK, en consecuencia, si estos eventos iniciales se ven afectados; 1)
0 NO Se promueve una reaccion citotoxica por parte de las células NK o 2) las células NK

muestran una baja citotoxicidad hacia células blanco.

Adicionalmente, también se ha demostrado que los receptores de inhibicion parecen
inducir el reclutamiento de una molécula adaptadora llamada Crk (del inglés, C-terminal Src
kinase) [54]. Crk es una cinasa que fosforila residuos de tirosina en la region carboxilo
terminal de otras cinasas de la familia Src y esta fosforilaciébn genera un cambio
conformacional en la proteina blanco promoviendo su inactivacion, en consecuencia, €s

capaz de regular negativamente la activacion de las células inmunes [55]. Por otro lado, la
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proteina arrestina -2 también parece ser reclutada por los receptores de inhibicion. La
arrestina -2 se ha visto involucrada en favorecer el reclutamiento de las proteinas SHP-1y
SHP-2, lo cual, promueve la desfosforilacion de diversas proteinas de sefializacion
implicadas en la activacion de las células NK [54], [56], Figura 6. Basicamente, los
receptores inhibitorios blogquean la activacion de las células NK a través de un mecanismo
que depende principalmente del reclutamiento de fosfatasas e inactivacion de cinasas de la
familia Src.

Es importante mencionar que muchos de los receptores de activacién promueven sus
vias de sefializacion a través de distintos motivos. En consecuencia, son capaces de reclutar
diferentes proteinas adaptadoras e involucrar diferentes vias de sefializacion durante su
activacion, Figura 5y 6. A continuacion, se presenta una introduccion general de los motivos
de sefializacion y las principales proteinas adaptadoras involucradas en la activacion de las

células NK.

Motivos de sefializacion involucrados durante la activacion de las células NK

La mayoria de los receptores de activacion en las células NK generan sus vias de
sefializacion a través de motivos ITAM, sin embargo, la regidn citoplasmatica de estos
receptores es relativamente corta, por lo que carecen de motivos de sefializacion intrinsecos,
en consecuencia, deben asociarse a moléculas adaptadoras que presentan motivos ITAM
[47], [57]. Por lo menos, encontramos tres moléculas adaptadoras que presentan motivos
ITAM y con las cuales se asocian los receptores de activacion en las células NK, a saber, la
cadena gamma comun del receptor Fc (FCRy, por sus siglas en inglés), las cadenas ( (zeta)

de la molécula CD3y la molécula adaptadora DAP-12 (mencionada en el apartado anterior).

Por otro lado, encontramos un segundo grupo de moléculas adaptadoras que presentan
secuencias alternativas basadas en tirosina pero que también promueven activacion en las
células NK. Entre otras, encontramos a DAP10 (del inglés, DNAX-activating protein of 10
kDa), la cual presenta un motivo denominado YINM (donde Y es tirosina, I es isoleucina, N
es asparagina 'y M es metionina) [54], Figura 5.
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Figura 5. Caracteristicas de los receptores de inhibicidn y activacién en células NK. Las células NK
expresan una gran diversidad de receptores de inhibicion (panel superior) y activacién (panel central) a
traves de los cuales se regula su estado efector, esta gran diversidad de receptores permite a las células NK
emanar vias de sefializacién a través de diversos motivos de sefializacion (panel inferior) los cuales
inhiben o activan su capacidad citotdxica. Guzman et al., 2020.

Finalmente, estdn los motivos ITSM (del inglés, immunoreceptor tyrosine-based
switch motif), los cuales, son caracteristicos de los receptores SLAM (del inglés, signaling
lymphocytic activation molecule) [58], [59], una familia de receptores que mas adelante se

retoman con particular atencion.

Principales proteinas de sefializacion involucradas en la activacion de las células NK

A diferencia de los receptores de inhibicion que no parecen ser reubicados en sitios
especificos sobre la membrana celular para generar sus vias de sefializacién especificas, los
receptores de activacion si necesitan ser reubicados en sitios particulares, a saber, en las
denominadas balsas lipidicas (del inglés, lipid rafts). Estas son regiones ricas en colesterol
donde se localizan las cinasas de la familia Src encargadas de fosforilar a estos receptores y

a otras proteinas de sefializacién involucradas en la activacion de las células NK [54].
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En ese contexto, la fosforilacion de los motivos ITAM por las cinasas de la familia
Src genera el reclutamiento de otras cinasas que presentan dominios SH2, principalmente, a
la proteina Syk y ZAP70. Asi mismo, una vez que estas proteinas son activadas, fosforilan a
otras proteinas como PI3K (del inglés, phosphatidylinositol-3 kinase), PLC-y (del inglés,
phospholipase C-y), LAT (del inglés, linker for activation of T cells), entre otras [54]. Por su
parte, los motivos YINM generan sitios de reclutamiento para la cinasa PI3K y para la
proteina adaptadora Grb2 (del inglés, growth factor receptor-bound protein 2). En Gltima
instancia, las vias de sefializacién emanadas a traves de estos motivos convergen en la
activacion de proteinas como LAT, la cual estd involucrada en la activacion de Vavl,
fosfolipasa C y-2 (PLC-y2) y MAPK (del inglés, mitogen-activated protein kinase) [54], [57],
Figura 6.

Por otro lado, los motivos ITSM generan sitios de anclaje para proteinas adaptadoras
que también presentan dominios SH2. En particular, se ha demostrado que estos receptores
presentan una afinidad muy alta por las proteinas de la familia de SAP, las cuales, parecen
tener la capacidad de promover el reclutamiento de la cinasa Fyn y de PLC-y [59], [60],

Figura 6.

Todas estas vias de sefializacion son capaces de inducir la activacion de flujos de
calcio y la activacion o fosforilacion de factores transcripcionales como NFAT, NF-kB y
ERK, lo que finalmente impacta en la secrecion de citocinas y la capacidad citotdxica de las

células NK.

Principales receptores de activacion en células NK

La mayoria de los receptores de activacion en las células NK se expresan de manera
constitutiva, sin embargo, su expresion puede incrementarse durante el proceso de activacion
celular, asimismo, el ambiente de citocinas también puede afectar el perfil de expresion de
estos receptores [47], [61]. Asi mismo, diversos trabajos han permitido demostrar que
alteraciones o ausencia de alguno de los receptores de activacion puede comprometer la
capacidad citotoxica de las células NK. Ademas, diferentes eventos como la secrecion de
citocinas inflamatorias, proliferacién, adhesion y diferenciacion celular también pueden
verse afectados [61], [62], [63].
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La respuesta efectora de las células NK se encuentra regulada por maltiples receptores
de activacion codificados en la linea germinal. Los primeros receptores con potentes efectos
citotoxicos que fueron descritos en las células NK corresponde a los receptores de
citotoxicidad natural (NCR, por sus siglas en inglés), un grupo de receptores
transmembranales integrados por NKp46, NKp44 y NKp30 [61], [64]. NKp46 y NKp30
sefializan a través de la cadena gamma comun del receptor Fc 0 a través de las cadenas (. Por
su parte, NKp44 presenta un motivo ITIM, ademas, este receptor se encuentra asociado a la
molécula adaptadora DAP12. Los receptores de citotoxicidad natural reconocen diversos
ligandos que 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 [61], [64].

Interesantemente, se ha propuesto que, ningun receptor de activacion, por si solo, es
capaz de activar totalmente a una célula NK. En consecuencia, deben generarse procesos
sinérgicos entre los diferentes receptores de activacion. En ese contexto, mientras unos
receptores regulan el proceso de adhesion, otros regulan el proceso de polarizacién y/o
degranulacion y finalmente, la cooperacion entre los diferentes receptores de activacion
impacta en una activacion total y en la capacidad citotdxica de las células NK [65], [66], [67].
Sin embargo, parece existir una excepcion a esa regla, pues todo indica que el receptor CD16,
por si solo, es capaz de promover lisis celular a través de un proceso de citotoxicidad celular
dependiente de anticuerpo (ADCC, por sus siglas en ingles). No obstante, CD16 solamente
promueve degranulacion celular, pero no adhesion ni polarizacién celular. CD16 es un
receptor de baja afinidad para la region cristalizable (Fc, por sus siglas en inglés) de las
inmunoglobulinas, por lo que también se le conoce como FcyRIII. Este sefializa a través de
su asocia con la cadena y comun (CD132) y/o a través de la molécula ¢, estos ultimos dos,
presentan varios motivos ITAM capaces de reclutar a Syk y ZAP70. [65], [68], Figura5y
6.

Actualmente, uno de los receptores mejor estudiados en las células NK corresponde
a NKG2D, un receptor que sefializa a traves de la molécula adaptadora DAP-10 o DAP-12,
los cuales presentan un dominio YINM y un dominio ITAM respectivamente. NKG2D se
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Figura 6. Los diferentes receptores de activacion en las células NK sefializan a través de moléculas
adaptadoras. Las diferentes familias de receptores de activacion que expresan las células NK sefializan
casi de manera exclusiva a través de moléculas adaptadoras, las cuales presentan distintos motivos basados
en tirosinas, estos motivos pueden ser ITAM, ITSM, YINM o ITT. Mientras que los receptores de activacion
promueven los efectos citotdxicos de las células NK (flechas negras), los receptores de inhibicién (lineas
rojas) a través de motivos ITIM promueven la desfosforilacion de proteinas clave durante la activacién de
las células NK, por lo que regulan negativamente su funcion efectora. En los recuadros de la parte superior
podemos observar diversos receptores caracteristicos de las células NK, por otro lado, también podemos
notar las distintas proteinas citoplasmaticas que participan durante las diferentes vias de activacion e
inhibicidn en estas células. En la parte central de la figura podemos encontrar a los receptores de la familia
de SLAM vy las vias de sefializacion emanadas a través de estos receptores. Modificado de, Ben-Shmuel et
al., 2021.

expresa en la mayoria de las células NK y reconoce distintos ligandos, por ejemplo, a las
moléculas que se inducen como consecuencia de estrés celular; MIC-A (del inglés, MHC
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class I chain-related protein A) y MIC-B. Ademas, también reconoce a las proteinas ULBP1
(del inglés, UL16-binding protein 1), ULBP2, ULBP3 y ULBP4 [69], las cuales, son
expresadas por una gran cantidad de células leucémicas y otras células tumorales como
carcinomas o melanomas. La diversidad de ligandos que es capaz de reconocer el receptor
NKG2D, lo han colocado también como uno de los receptores con mayor impacto durante la

activacion de las células NK [69], Figura 4y 5.

Asi mismo, otro de los receptores ampliamente estudiados en las células NK es
DNAM-1 (DNAX accessory molecule-1) también conocido como CD226, el cual se expresa
de manera constitutiva por la mayoria de las células NK [70]. DNAM-1 reconoce como
ligando a la molécula CD155 (el receptor de poliovirus) y CD112 (también Ilamado nectina-
2) dos moléculas que se encuentran regulando la adhesion celular. Estas Ultimas, se expresan
de manera constitutiva por muchas células endoteliales y epiteliales del organismo, incluso
en células infectadas por virus, ademas, su expresion se ha visto incrementada en ciertas
células tumorales [62]. DNAM-1 sefializa a través de un motivo muy particular denominado
ITT (del inglés, immunoreceptor tyrosine tail), el cual recluta al adaptador Grb2 [70], Figura
6. Interesantemente, CD155 y CD112 también son ligandos para TIGIT (del inglés, T-cell
immunoglobulin and ITIM domain) y CD96, dos receptores con funciones de inhibicion en
las células NK. En ese contexto, la inhibicion de TIGIT y CD96 ha tomado un interés
particular con el objetivo de incrementar la activacion de las células NK y promover una

respuesta citotoxica mucho mas potente hacia células blanco de origen tumoral [71].

Por otro lado, dentro de los receptores que regulan la activacién de las células NK
también se incluyen a las integrinas, las cuales acttan principalmente como moléculas de
adhesion o migracion celular. Los ligandos que reconocen las integrinas incluyen
componentes de la matriz extracelular, selectinas u otras moléculas de adhesion [72]. Las
celulas NK expresan principalmente a la integrina LFA-1 (del inglés, lymphocyte function-
associated antigen 1) y VLA-4 (del inglés, very late antigen-4). LFA-1 reconoce como
ligando a las moléculas ICAM-1 (del inglés, intercellular adhesion molecule-1), ICAM-2 e
ICAM-3, moléculas que se expresan de manera constitutiva por células endoteliales [54]. Por
otro lado, VLA-4, reconoce como ligando a la molécula VCAM (del inglés, vascular cell

adhesion molecule)-1 [54]. La via de sefializacion de las integrinas es compleja e involucra
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el reclutamiento de proteinas como la cinasa Pyk2 (del inglés, proline-rich tyrosine kinase
2), otras proteinas como filamina, talina, vinculina, kindlina 3 o cinasas como Syk (por
mencionar algunas) En consecuencia, las integrinas son de suma importancia durante la
formacion de una sinapsis inmune y durante los eventos celulares mas tempranos de la
activacion de las células inmunes. Particularmente, en las células NK humanas se ha
demostrado que LFA-1 parece estar promoviendo adhesion y polarizacion, pero no la
degranulacion, lo anterior, sigue resaltando la necesidad de una cooperacion entre diferentes

receptores que regulan otros eventos como la degranulacion [65], [68].

Si bien actualmente se tiene una comprension mas clara acerca de la biologia y los
mecanismos moleculares que acontecen durante la activacion de las células NK humanas,
también es cierto que aun se desconocen los mecanismos y el papel exacto de otros receptores
presentes en estas células. Particularmente, los receptores SLAM, una familia que ha tomado
importancia debido a su abundante expresion y a las diversas funciones que cumplen en las

celulas inmunes [58].

Debido que los receptores SLAM forman parte central de este proyecto, a
continuacidn, se prestara mayor atencion a ellos, poniendo particular interés en el receptor
SLAMF7,

Los receptores SLAM se expresan de manera diferencial sobre células inmunes

Los receptores SLAM son glicoproteinas transmembranales de tipo I, que se
encuentran presentes en células de origen hematopoyeético. Asi mismo, es posible encontrar
de 3 a 5 receptores de esta familia en cada célula inmune [58]. Los receptores SLAM
presentan dos o cuatro dominios del tipo de las inmunoglobulinas (dominio variable y
dominio constante), un solo dominio transmembranal y una secuencia citoplasmatica larga
que puede presentar uno o varios motivos ITSM [58], [59]. La familia de receptores SLAM
estad conformada por el prototipo SLAM (CD150), 2B4 (CD244), SLAMF7 (CD319), Ly9
(CD229), NTBA (CD352, Ly108 en ratén) y CD84 [58].

Asi mismo, una de las caracteristicas de los receptores SLAM es que la mayoria de
ellos presentan interacciones homofilicas (actian como autoligandos), 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, Ly9
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reconoce a Ly9, etc., la Gnica excepcidn a esta regla es 2B4, el cual reconoce como ligando
a CD48, una molécula anclada a la membrana celular externa de las células de origen
hematopoyético [58], [59], [73]. En consecuencia, dado que los receptores SLAM se
expresan de manera exclusiva por células de origen hematopoyético, este tipo de receptores
son activados bajo el contexto de las interacciones que se establecen entre las diferentes
células hematopoyéticas [58], [59]. En ese contexto, diversos trabajos han permitido
demostrar que los receptores SLAM se encuentran regulando numerosos eventos celulares
que van desde el desarrollo celular, supervivencia celular, adhesion, inmunidad humoral,
fagocitosis, citotoxicidad, incluso se han visto involucrados en procesos autoinmunes [44],
[58], [74]. Adicionalmente, se ha sugerido que los receptores SLAM impactan durante el
proceso de educacion de las células NK, por un lado, incrementando la tolerancia a tejido

sano y por otro lado, incrementando su capacidad citotoxica [44], [75].

Los receptores SLAM sefializan a través de su asociacion con las proteinas
adaptadoras de la familia SAP [76]. Estas ultimas, también se expresan diferencialmente en
células inmunes. Presentan un tamafio de 132 aminoacidos, un dominio SH2 y una region
carboxilo terminal de 23 aminoacidos que resulta ser esencial para promover activacion en
las células NK [58], [59]. La familia de SAP esta conformada por el prototipo SAP y la
proteina EAT-2 (del inglés, Ewing's sarcoma-associated transcript-2). Asi mismo, ambas se
expresan en células NK humanas. En ratdn, existe un tercer miembro relacionado a esta
familia de proteinas; ERT (del inglés, EAT-2-related transducer), el cual se expresa de

manera exclusiva por células NK. ERT se encuentra como un pseudogén en humano [58].

Asi mismo, se ha demostrado que la interaccion entre los receptores SLAM vy las
proteinas SAP es facilitada por las cinasas de la familia Src, las cuales, inducen la
fosforilacion de las tirosinas presentes en los motivos ITSM y favorecen el reclutamiento de
SAP y EAT-2, a través del dominio SH2 de estas Ultimas. 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
promover activacion en las células inmunes. Por otro lado, en la region carboxilo terminal de

EAT-2 y de ERT se encuentran dos tirosinas, una localizada en la posicion 120 y otra en la
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Figura 7. 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, 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. 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. (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-y y
esta Ultima promueve flujos de calcio en células NK. Por lo tanto, EAT-2 y SAP promueven activacion de
células inmunes a través de distintos mecanismos. Wu & Veillette, 2016.

posicion 127 a través de las cuales median activacion celular. EAT-2 humano solamente

presenta una tirosina localizada en la posicion 127 [58], [59], [77], [78], figura 7.

Por otro lado, ha sido reportado que alteraciones en alguna de las proteinas de la
familia SLAM o SAP, pueden afectar la funcion efectora de las células inmunes y conducir
al desarrollo de ciertas patologias [58], [59]. De manera notable, mutaciones en el gen que
codifica para la proteina SAP (SH2D1A), resulta en 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
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[58], [79]. 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, posteriormente, estas células pueden infiltrarse en la
médula Osea, favoreciendo el desarrollo de otras patologias como HLH (del ingleés,
hemophagocytic lymphohistiocytosis syndrome), otro trastorno de inmunodeficiencia grave
que afecta principalmente en la infancia [74], [79], [80]. Este tipo de patologias dio pauta
para estudiar a SAP de una manera mas detallada, y se demostré que SAP esta involucrada
en los procesos de adhesién celular, en consecuencia, la ausencia de SAP compromete el
proceso de adhesion celular [59], [74], [78]. Recordemos que un evento esencial para la
eliminacién de células blanco es la adhesion celular, por lo que una incapacidad para formar
conjugados celulares puede evadir la respuesta inmune celular y como resultado, conducir al

desarrollo de infecciones patolégicas [19].

En relacion 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 celulares que se encuentran regulados por los receptores SLAM
y 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 inhibicidn. En consecuencia, el contexto ambiental durante el entrecruzamiento de
los receptores SLAM determina si estos receptores promueven activacion o inhibicién en las
células inmunes [73], [77], [78], [81], [82]. 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), parece estar

reduciendo de manera significativamente la capacidad citotdxica de las células NK [73], [77].

Actualmente, se sabe que los mecanismos moleculares a través de los cuales los
receptores de la familia de SLAM promueven sefiales de inhibicion, parecen ser a través del

reclutamiento de las fosfatasas SHP-1, SHP-2 o SHIP-1, moléculas que al presentar dominios
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SH2 también pueden ser reclutadas por las tirosinas fosforiladas de los motivos ITSM [59],
[82]. 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, aln se requieren estudios

futuros para corroborar de manera contundente estas hipotesis.

Por otro lado, lo que si esta claro es que para que los receptores SLAM medien sefiales
de inhibicidn, las proteinas de la familia SAP no deben estar presentes [59]. 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 [58],
[59].

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 contribucién individual exacta de la mayoria de los receptores SLAM en cada una de las
diferentes células humanas [58]. Particularmente de SLAMF7 (CRACC (del inglés, CD2-
like receptor activating cytotoxic cells) o CS1), un receptor presente en células citotoxicas
humanas. Por un lado, se ha demostrado que este receptor es capaz de promover activacion
e incrementar la capacidad citotdxica de las células NK [83], [84], [85]. Sin embargo, se
desconocen los mecanismos celulares y moleculares exactos a través de los cuales SLAMF7

impacta durante la activacion de las células NK humanas.

Por otro lado, la funcién de SLAMF7 en células NK de origen murino ha sido bien
descrita y se ha demostrado que éste incrementa la capacidad citotoxica de células NK hacia
células blanco de origen hematopoyético [81]. Sin embargo, en ausencia de EAT-2, pero no
de SAP, SLAMF7 promueve sefiales inhibitorias, reprimiendo la capacidad citotoxica de las
células NK. Lo anterior ha permitido establecer que SLAMF7 se encuentra sefializando de

manera especifica a través de EAT-2 [81].
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Figura 8. Modelo a través del cual SLAMF7 murino sefializa en células NK. Las células NK expresan
SLAMF7 y EAT-2, por lo que una vez que se promueve el entrecruzamiento de SLAMF7 en células NK
se favorece la capacidad citotdxica de estas células, y este efecto se logra después del reclutamiento de
EAT-2 a la tirosina 281 (Y281) localizada dentro de un motivo ITSM. Por otro lado, cuando se involucra
la activacion de SLAMF7 en ausencia de EA-2, se promueven potentes efectos inhibitorios, y este efecto
depende de la tirosina 261 (Y261), la cual parece reclutar a la fosfatasa SHIP-1. Este modelo muestra que
SLAMPF7 exhibe una funcion dual en células murinas, el cual va a depender de la presencia o ausencia de
EAT-2. Modificado de, Veillette et al., 2009.

SLAMFT7 presenta dos tirosinas potencialmente fosforilables

A continuacion, se describen con mayor detalle los mecanismos moleculares a través
de los cuales SLAMF7 regula la activacion de las células NK murinas (el modelo mejor
estudiado).

Se conoce que la region citoplasmatica de SLAMF7 murino (MSLAMF7) presenta
dos tirosinas altamente fosforilables, una localizada en la posicion 261 (tirosina 261; Y261)
y la otra en la posicion 281 (Y281). Ademas, se ha demostrado, que cada una de estas
tirosinas regulan eventos especificos, por un lado, la Y281 se encuentra embebida en un
dominio ITSM vy al parecer es la responsable de reclutar a la proteina EAT-2. Por otro lado,
la Y261 parece ser la responsable de mediar un efecto inhibitorio en las células NK y este
efecto parece depender del reclutamiento de la fosfatasa de lipidos SHIP-1 [81]. Por otro
lado, aungue las tirosinas responsables de mediar activacion e inhibicion se encuentran

localizadas en posiciones distintas, se ha demostrado que Unicamente en ausencia de EAT-2,
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latirosina 261 parece ser capaz de reclutar a SHIP-1y promover inhibicion celular [59], [81],
[82], Figura 8.

A pesar de los antecedentes anteriores, se desconocen los mecanismos moleculares
exactos a través de los cuales el reclutamiento de EAT-2 bloquea la interaccion de la tirosina
261 con otras proteinas, sin embargo, se han sugerido una serie de hipétesis las cuales tratan
de explicar este efecto. Por un lado, se propone que una vez que EAT-2 se une a la tirosina
281, se genera un cambio conformacional en la region citoplasmatica de SLAMF7, en
consecuencia, la tirosina 261 queda inaccesible. Por otro lado, también se ha sugerido que
ocurre un impedimento estérico entre EAT-2 y cualquier otra proteina que pudiera ser
reclutada a la tirosina 261 [58], [59].

Por otro lado, y al igual que en raton, SLAMF7 humano también presenta dos
tirosinas altamente fosforilables; una en la posicion 284 (Y284) y otra en la posicion 304
(Y304), las cuales, corresponden a las tirosinas homologas que se encuentra en raton [86],
[87]. Debido a que la Y304 se encuentra en un motivo ITSM, se ha sugerido que esta es la
responsable de reclutar a EAT-2 y promover la funcion citotoxica de las células NK. Asi
mismo, también se piensa que la Y284 es la responsable de mediar un efecto inhibitorio [86].
Sin embargo, hasta la fecha no hay ningun ensayo funcional que lo demuestre, por lo cual,
resulta necesario seguir evaluando el papel de SAMF7 en células humanas y contribuir en la

generacion de nuevo conocimiento que permita corroborar tales proposiciones.

EAT-2 recluta a PLC-y en células NK

Ya se ha venido mencionando que SLAMF7 sefializa a través de EAT-2, un efecto
que parece compartirse tanto en raton como en humano [86]. Ademas, también se ha
comentado que EAT-2 presenta una o dos tirosinas en su regién carboxilo terminal, las cuales
son indispensables para promover activacion. En ese contexto, se ha demostrado que
mutaciones puntuales de la Y127 (humano), o de la Y120 y Y127 (raton), bloguen la

capacidad que tiene EAT-2 para promover activacion en las células NK [77], [88].

Adicionalmente, también ha sido reportado que la fosforilacion de EAT-2 en su
dominio carboxilo terminal (Y120 y/o Y127), parece estar promoviendo el reclutamiento de
la proteina PLC-y, a través del domino SH2 de esta Gltima. En ese sentido, parece ser que la
union EAT-2:PLC-y impacta en la liberacion de flujos de calcio y en la activacion de MAPK.
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Consecuentemente, esta via de sefializacion incrementa la polarizacion de granulos liticos y
la velocidad con la que ocurre la exocitosis de estos granulos hacia células blanco,
finalmente, este evento se traduce en una mayor citotoxicidad por parte de la células NK [77].

Ademas, también ha sido reportado que el entrecruzamiento de SLAMF7 en presencia
de EAT-2 parece incrementar de manera significativa la fosforilacion de Akt, la cual es un
indicador de la activacion de la cinasa PI3K. Asi mismo, PI3K también regula de manera

importante el proceso de polarizacion y degranulacion en las células NK [83], [84].

SLAMF7 en otras células inmunes

SLAMF7 también ha sido explorado 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
sobrevida y proliferacion [81]. Por otro lado, 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 [13], [89].

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 [13], [90].

Finalmente, SLMAF7 también ha sido estudiado en otra célula del sistema inmune
innato, a saber, en los macrdfagos, las células residentes de tejido capaces de reconocer y
eliminar una amplia variedad de agentes patdgenos y células tumorales. En lo que a eso
respecta, se sabe que uno de los receptores que regula de manera importante la activacion de
los macrdfagos 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 interaccion de SIRP-a con su ligando (CDA47), 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 ain mas
cuando se involucra la participacion de SLAMF7 durante la activacion de los macréfagos
[91].
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Los resultados anteriores ponen de manifiesto que los receptores SLAM pueden estar
regulando eventos celulares distintos y estos eventos parecen depender de dos factores
principales; 1) de la célula inmune que los contenga y 2) del microambiente celular en el cual
son activados estos receptores (presencia o ausencia de SAP y/o EAT-2). En ese sentido, se
resalta la necesidad de seguir explorando a estos receptores y esclarecer el papel funcional y

los mecanismos moleculares que se encuentran regulando en las diferentes células inmunes.
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Justificacion
Las células NK son las primeras células que responden contra células infectadas y/o
transformadas, por lo que el estudio de los mecanismos moleculares que regulan su funcion

puede dar lugar a nuevos blancos terapéuticos de inmunoterapias.

SLAMF7 tiene una abundante expresion en células tumorales de sujetos que padecen
mieloma multiple. Por lo tanto, se ha instalado como un marcador prometedor en la terapia
antitumoral. Interesantemente, las células citotoxicas tienen un papel fundamental en la
regulacion inmune de este tipo de tumores, por lo que elucidar los mecanismos moleculares
exactos que regulan la activacion de SLAMF7 en células citotoxicas puede impactar en la
busqueda de nuevas estrategias terapéuticas que permitan generar células con una mayor

capacidad citotoxica hacia este tipo de patologias.

Los receptores de la familia SLAM regulan diversos procesos celulares en las células
inmunes, por lo que elucidar el papel funcional de cada miembro de esta familia resulta
esencial para conocer la biologia celular influenciada por estos receptores. SLAMF7 forma
parte de esta familia de receptores y ha sido estudiado con particular interés en células NK
murinas. En ese contexto, se ha demostrado que SLAMF7 sefializa a través de EAT-2
incrementando la capacidad citotdxica de las células NK. Por el contrario, en ausencia de
EAT-2, SLAMF7 regula negativamente la activacion de las células NK. Ademas, se ha
sugerido que la via de sefializacion de EAT-2 involucra a PLC-y, y este binomio parece
incrementar la velocidad con la que ocurre la polarizacion y degranulacion en las células NK.
Por otro lado, en células humanas, SLAMF7 ha sido estudiado con menor detalle, y no es
claro si puede ejercer un efecto dicotdmico similar al observado en células NK murinas. Asi
mismo, aunque se sugiere que SLAMF7 senaliza a través de EAT-2, se desconoce si esta via
de activacion impacta durante la adhesion celular o durante la polarizacion y/o degranulacion
en las células NK. Por un lado, la presencia de SLAMF7 en células NK parecer estar
incrementando su capacidad citotoxica. Sin embargo, no son claros los mecanismos celulares
y moleculares que se promueve en estas células durante el entrecruzamiento de SLAMF7.
En ese sentido, y puesto que en la mayoria de los trabajos publicados se han centrado en
evaluar el papel de SLAMF7 mediante anticuerpos monoclonales, en este trabajo nos
enfocamos en conocer y evaluar la funcion y los mecanismos de accion exactos de SLAMF7

en células NK de origen humano mediante la utilizacion de un modelo celular que expresa el
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ligando natural de SLAMF7.

32



Hipdtesis
SLAMF7 es un receptor que promueve eventos de activacion celular a través de
regular eventos de adhesion, polarizacion o degranulacion en células NK y esta funcion es

dependiente de la participacion de PLC-y.
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Objetivo general
Conocer la funcién y modos de accion de SLAMF7 durante las funciones efectoras

mediadas por células NK.

Objetivos especificos
Conocer el patron de expresion de SLAMF7 en celulas NK en diferentes estadios de

diferenciacion o activacion.
Determinar la influencia de SLAMF7 en la capacidad citotoxica de células NK

Identificar elementos de sefializacion que participen en las funciones mediadas por
SLAMEF7 en células NK.
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Materiales y métodos

Anticuerpos y citometria de flujo

Los anticuerpos utilizados en este estudio incluyen anticuerpos de BioLegend: anti-
CD319 (CRACC) humano (clona 162.1, acoplado a los fluorocromos PE y PerCP/Cy5.5),
anti-CD3 humano (clona OKT3, acoplado a FITC), anti-CD107a (LAMP-1) humano (clona
H4A3, acoplado a PE), anti-CD56 (NCAM) humano (clona 5.1H11 acoplado a APC y a
Pacific Blue), anti-CD8a humano (clona HIT8a, acoplado a FITC y a APC), anti CD4
humano (clona OKT4, acoplado a PerCP/Cy5.5), anti-CD27 humano (clona M-T271,
acoplado a BD Horizon), anti-TNF-o (Mabl1, acoplado a Alexa Fluor-647), anti-IFN-y
(4S.B3, acoplado a PE), anti-a-Tubulina (DM1A, acoplado a Alexa Fluor-488). Como
anticuerpos no acoplados se utilizaron los anticuerpos: anti-CD3 humano (clona UCHT1),
anti-CD16 humano (clona 3G8) y anti-Perforin (delta G9). El anticuerpo anti-CD319 humano
(clona 162) fue purificado en el laboratorio del Dr. Fernando Esquivel. Los anticuerpos de
BD biosciences: incluyen anti-CD57 humano (clona NK-1, acoplado a PE). Y los anticuerpos
de TONBO biosciences incluyen: anti-CD45RA humano (acoplado a PE). Las muestras
fueron adquiridas en el citmetro BD FACSCanto Il, IBT, UNAM. Los anticuerpos usados
para los inmunoblots incluyen: p-(phospho) VAV-1 (Y160), p-SLP76 (S376), p-PLC-y
(Y783), p-p44/42 MAPK (T202/Y204), p-Akt (S473), p-PLC-y2 (Y759), B-actina.

Cultivo de las lineas celulares y células primarias purificadas a partir de
sangre periférica

La linea celular P815 (ATCC) y las células mononucleares derivadas de sangre
periférica (PBMC, por sus siglas en ingles) se cultivaron en medio RPMI 1640 (Gibco™
Advanced RPMI 1640 Medium) suplementado con 5 % de suero fetal bobino (BY productos)
inactivado por calentamiento, L-glutamina, estreptomicina y penicilina (Gibco™), y 2-
Mercaptoetanol (Gibco™) a 1X. La linea celular NK-92 (ATCC) fue cultivada también con
Medio RPMI suplementado con suero fetal bovino al 6.5% mas 6.5 % de suero de caballo
(ATCC) inactivado por calentamiento, L-glutamina, estreptomicina y penicilina, 2-
Mercaptoetanol y 100 Ul/mL de IL-2 humana recombinante (PeproTech). La linea celular
HelLa y la linea celular Phoenix 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
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y 5 % de CO2 (didxido de carbono). El conteo de células y la viabilidad se realizé en camara
de Neubauer utilizando azul de tripano (Gibco™ Trypan Blue Solution, 0.4%) como

colorante de viabilidad celular.

Infeccion retroviral

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 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 remplaz6 por medio nuevo y fueron transfectadas con 10 pug de DNA plasmidico segln
correspondia (pFB-GFP para el vector vacio y SLAMF7 en pFB-GFP para la expresion de
SLAMEF7), la transfeccion se realizé utilizando medio OPTI-MEM (Gibco™) y 10 ug de
lipofectamina 2000 (Invitrogen™) para cada condicion. Las células transfectadas fueron
incubadas 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 (0.22 um). Este sobrenadante (con las particulas
infectivas) fue utilizado para transducir las células HelLa, se utilizaron 500 mil células HeLa
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 HeLa 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 realizo utilizando el citometro BD FACSAria Il (BD Biosciences), a cargo del Dr.
Ismael Mancilla en el Instituto Nacional de Perinatologia. Después del sorting celular, las
células HeLa SLAMF7- (vector vacio) alcanzaron una eficiencia de transduccion cercana al
90 %. Por otro lado, las células HeLa SLAMF7™ alcanzaron una eficiencia de transduccién

por arriba del 95%. Ademas, la eficiencia de transduccion para SLAMF7 alcanzd un valor
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cercano al 90%. Se realizaron clonas Gnicamente en la construccién HeLa SLAMF7* y se

tomaron las més positivas tanto para GFP como para SLAMF7.

Ensayo de lisis y degranulacidn celular especifica

Durante los ensayos de degranulacién y lisis celular especifica, se utilizaron células
de origen humano; células NK primarias, células T CD8" activadas (CTL), y la linea celular
NK-92 (ATCC), una linea de células NK. La purificacion de Las células NK (MojoSort™
Human NK Cell Isolation Kit, BioLegend) o CD8" (Untouched™ Human CD8 T Cells Kit,
Invitrogen) se realiz6 por seleccién negativa de acuerdo con las especificaciones del
proveedor. Después de la purificacion las células fueron estimuladas; células NK con IL-2
(100 Ul/ml), células T CD8* con IL-2 (100 Ul/ml) mas PHA (1.25ug/ml), ambas por 48

horas y seguidas de una noche en arresto en medio nuevo pero libre de estimulo.

Por un lado, se realizaron ensayos de lisis celular redireccionada hacia las células
P815 a diferentes relaciones celulares (efectora:blnaco). En ese contexto, previo al ensayo,
las células P815 fueron incubadas con anticuerpos especificos para anti-CD3, anti-CD16 y
anti-SLAMF7 (1.5 ug de cada anticuerpo, 3 pg totales por millon de células en 100 uL de
medio RPMI). Posteriormente, las células P815 fueron lavadas y resuspendidas en medio
nuevo. Después, fueron co-cultivadas con las células NK o con las CTL. Para poder analizar
la muerte celular en las células blanco, las células P815 fueron marcadas con la sonda
fluorescente cellTracker green (Invitrogen™ Molecular Probes™ CellTracker™ Green)

previo al ensayo.

Por otro lado, las células NK o las células NK-92 fueron incubadas con las células
HeLa transducidas, HeLa SLAMF7 0 HeLa SLAMF77, a diferentes relaciones celulares. Las

células Hela 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 pL. 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 CO». Pasado este tiempo, las células fueron recuperadas en tubos para FACS y
teflidas con una sonda fluorescente capaz de detectar a las células en estado apoptotico
(Invitrogen™, LIVE/DEAD™ Fixable Violet Dead Cell Stain Kit). Las células dobles
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positivas (GFP*Violeta™), correspondieron a las células P815 o a las células HeLa en estado

apoptdético. Las muestras fueron adquiridas por la técnica de citometria de flujo.

En ensayos similares se evalud el proceso de degranulacion celular en las células NK,
NK-92 o CTL a una relacion 1:1 (2x10° efectoras : 2x10° blanco). Los co-cultivos se
realizaron por 3 horas a 37°C y 5% de CO>. A continuacion, las células fueron recuperadas
y tefiidas con anticuerpos conjugados con diferentes fluorocromos para evaluar
degranulacion (presencia de CD107a sobre la membrana celular externa), especificamente
sobre las células NK o CTL; (NK: CD3CD56" y CTL: CD3"CD8"). El porcentaje de
degranulacion para las células NK correspondi6 a las células CD56"CD3"CD107a" y, para
CD8 correspondio a las células CD8"CD3*CD107a*. Todas muestras fueron analizadas por

citometria de flujo.

En algunos ensayos, las celulas NK-92 fueron pretratadas por 30 minutos con
inhibidores farmacologicos selectivos, U73122 (inhibidor de PLC-y) a una concentracion de
2.5 UM, LY294002 (inhibidor de PI3K) a una concentracion de 25 pM o con DMSO.
Posteriormente, las células NK-92 fueron lavadas dos veces y resuspendidas en medio nuevo
a la densidad deseada. El U73122 y el DMSO se adquirieron de SIGMA, el LY294002 fue
de Merck.

Evaluacion de citocinas intracelulares

La expresion de citocinas se evaluo en células primarias y en la linea celular NK-92.
Por un lado, las PBMC fueron purificadas a partir de concentrados leucocitarios.
Posteriormente, se aislaron a las células NK por seleccion negativa de acuerdo con las
especificaciones del proveedor. Después de la purificacion, las células NK fueron
estimuladas con IL-2 (100 Ul/ml) por 48 horas y seguidas de una noche en arresto con medio
completo pero libre de IL-2. Posteriormente, las células NK primarias y las células NK-92
fueron co-cultivadas con las células HeLa SLAMF7- o SLAMFT7* en una proporcion 1:1
(2x10°:2x10°) en placas de 96 pozos fondo V, centrifugadas 3 minutos a 500 rpm e incubadas
4 07 horas a 37°C, el ensayo se realizo en presencia de Brefeldina A (5 pg/mL) (SIGMA) y
Golgistop (5 puL/mL) (BD). En seguida, las células fueron tefiidas para las moléculas CD3 y
CD56. Posteriormente, las células fueron permeabilizadas (BD Cytofix/Cytoperm™) y

teflidas para TNF-a e IFN-y con anticuerpos especificos. El porcentaje de expresion para
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cada citocina se evalué de manera especifica en células NK en base a la positividad para
CD56" TNF-a* e IFN-y* pero negativas para CD3", las muestras fueron adquiridas por
citometria de flujo.

Microscopia confocal

Los ensayos de microscopia se realizaron en cubetas especiales para microscopia
(chambered coverglass, Lab-Tek). Las cubetas fueron incubadas una noche con 500 pL por
pozo de poli-L-lisina al 0.01% (SIGMA), en total 2 mL por placa. Posteriormente, las placas
fueron lavadas dos veces con PBS (phosphate buffered saline) 1X pH=7.4. Seguido del
lavado, se plaquearon 2.5 x 10° células HeLa SLAMF7" 0 HeLa SLAMF7* en cada pocillo,
segun correspondiera. La placa se incubd una noche para permitir la adhesion celular. Al dia
siguiente, se marcaron células NK-92 con cellTracer Orange (Invitrogen™ Molecular
Probes™ CellTracker™ Orange) a una concentracion de 50 uM por 30 minutos a 37°C. Las
células NK-92 recién tefiidas y las células HeLa plaqueadas se incubaron, por separado, 30
minutos a 4°C. En seguida, se colocaron 1.25 x 10° células NK-92 en cada pozo de las células
HeLa SLAMF7 0 HeLa SLAMF7* en un volumen final de 500 pL. Después, los co-cultivos
se colocaron sobre hielo por 20 minutos méas para permitir que las células NK-92 hicieran
contacto con las células HeLa. Posteriormente, los co-cultivos fueron incubados por cero o
20 minutos a 37°C. Posteriormente, las células fueron recuperadas y fijadas con
paraformaldehido a una concentracion final de 1% por 10 minutos a temperatura ambiente.
Las células fueron lavadas 2 veces con PBS y permeabilizadas con 300 pl de metanol frio
absoluto por 5 minutos a 4°C. las células fueron lavadas 2 veces més con PBS y tefiidas con
un anticuerpo primario para perforina (no acoplado) a una concentracién de 1.7 pug/mL en
300 uL/pozo de FACS juice, 30 minutos a 4°C. Se lavaron 2 veces con PBS y se tifieron con
el anticuerpo secundario (Alexa Fluor 647 goat anti-mouse 1gG) a una concentracion de 2
pg/mL en 300 pL/pozo de FACS juice, 30 minutos a 4° C en oscuridad. Posteriormente se
realizaron 2 lavados con PBS, se volvié a fijar con paraformaldehido al 1%, seguido de 2
lavados mas con PBS. Finalmente, las células se dejaron en 500 uL de PBS 1X, almacenadas
a 4°C y protegidas de la luz hasta su adquisicion. Las muestras se analizaron a 60 X en el
microscopio invertido Olympus FV100 y se realizaron 15 cortes transversales de cada uno

de los campos analizados. La adquisicion se realizo en el laboratorio nacional de microscopia
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avanzada (LNMA) IBT-UNAM. Las imagenes fueron analizadas utilizando el software

ImageJ (version v1.53i, NIH).

Formacion de conjugados celulares

Para los conjugados celulares, las células NK-92 fueron marcadas con un anticuerpo
anti-CD56 conjugado con el fluorocromo APC (aloficocianina), todo en hielo y protegidas
de la luz por 30 minutos. Posteriormente, las células fueron lavadas y resuspendidas a 5 x
10° células por mL. Para el ensayo, se tomaron 100 pL de la suspension de células NK-92 y
se incubaron con 100 pL (2 x 10° células) de las células HeLa SLAMF7- 0 HeLa SLAMFT7*.
Inmediatamente fueron centrifugadas a 500 rpm por 3 minutos a 4 °C. En seguida, los co-
cultivos fueron incubados por 0, 5, 10 0 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 CD56*GFP* (dobles positivos, células NK-92:células Hela)

representaron a los conjugados celulares.

Estadistica de los resultados obtenidos

Para el analisis 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 no paramétrica U de Mann Whitney. Un

valor de p menor a 0.05 fue considerado estadisticamente significativo.
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RESULTADOS

La expresion de SLAMF7 se favorece en células NK activadas

SLAMF7 se expresa de manera constitutiva en células NK humanas, sin embargo, se
desconoce su perfil de expresion durante diferentes estadios de activacion. En la Figura 9 se
presenta la evaluacion de la expresion comparativa de SLAMF7 en células NK bajo

diferentes estimulos inmunoldgicos y a los tiempos de 48 (A) y 72 horas (B). Inicialmente,
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Figura 9. La expresion de SLAMF7 se incremento en las células NK activadas. células mononucleares de
sangre periférica (PBMC) fueron estimuladas con diferentes citocinas, posteriormente, por citometria de flujo se
evaluo el efecto sobre la expresién de SLAMF7 en las células CD56*CD3 (célula NK). En A, células estimuladas
por 48 horas y en B, células estimuladas por 120 horas. La expresién de SLAMF7, en cada condicion,
correspondi6 a la intensidad media de fluorescencia (MFI). De esta manera, el nimero dentro de cada histograma
representa el valor de MFI para SLAMF7 en cada condicién. C, analisis comparativo del efecto de los
tratamientos con citocinas sobre la expresion de SLAMF7, para el tiempo de 48 horas (gréafica superior) y para
el tiempo de 120 horas (grafica inferior), donde se presenta la media y la desviacion estandar de 3 ensayos
independientes. Se utilizé la prueba U de Mann Whitney para comparar el MFI de cada condicion, considerando
una p<0.05% como significativa. En A y en B, imagen representativa de tres ensayos realizados de manera
independiente a partir de células de diferentes donadores. Histogramas en gris: control de isotipo, histogramas
abiertos: expresion de SLAMF7. IL-: interleucina (IL-2, IL-12 e IL-15), IFN-y: interferon-y, TGF-: factor de
crecimiento transformante B. SE: sin estimular. Ensayo representativo de 3 ensayos realizados de manera

independiente.

se observé que las células NK mostraron una expresién constitutiva baja (10-20%). Después
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de su estimulacion con las citocinas IL-2 o IL-12/1L-15, la intensidad media de fluorescencia
para SLAMF7 se incremento a las 48 horas, Figura 9A. Por el contrario, la incubacion con
IFN-B o con TGF-p no ocasiono efecto sobre su expresion. En la Figura 9B se presenta el
analisis de expresion de SLAMF7 a las 120 horas post-estimulo. Similar al tiempo de 48
horas, la incubacion con IL-2 o IL-12/IL-15 incrementaron la expresion de SLAMF7,
mientras que IFN-B y TGF-B no indujeron algun efecto. En la Figura 9C se muestra el
andlisis comparativo entre los estimulos y la expresion basal de SLAMF7, para el tiempo de
48 horas (panel superior) y 120 horas de estimulo (panel inferior). En base a nuestros
experimentos, solo la incubacion con 1L-12/1L-15 indujeron un incremento estadisticamente
significativo en los niveles de expresién de SLAMF7 a las 48 horas (p<0.05). Por su parte,
aungue visualmente se observé un ligero incremento en los niveles de expresion de SLAMF7
por efecto de IL-2, no se alcanz6 una significancia estadistica (p<0.05). Algo similar ocurrid
con IFN-B y con TGF-, que en nuestras condiciones de experimentacidn no indujeron efecto
sobre la expresion de SLAMF7 en las celulas NK. Estos resultados evidencian que las
citocinas que promueven activacion de las células NK humanas, también favorecen la
expresion de SLAMF7.

Considerando que la funcion bioldgica de los receptores de la familia SLAM depende
de las proteinas adaptadoras SAP y EAT-2, también se evalud su expresion en las células
NK. En la Figura 10 se puede observar que la proteina EAT-2 se expresa a niveles bajos en
células no estimuladas. Su estimulacion con citocinas ocasiond un incremento en su
expresion a las 48 horas. Por su parte, a las 120 horas de estimulacién, las citocinas I1L-2 e
IL-12/1L-15 también incrementaron su expresion, mientras la incubacion con IFN-B y TGF-
[ redujeron su expresion. Por su parte, la expresion de SAP resultd ser muy estable y similar
tanto en las condiciones basales como durante la estimulacion (48 y 120 horas) en ambas
subpoblaciones de las células NK. Todo esto sugiere que mientras que la expresion de SAP
parece ser muy estable en las células NK y no depender de la estimulacion por citocinas, la
expresion de EAT-2 parece estar influenciada por citocinas que afectan el estado de

activacion de las células NK.

Adicionalmente, en ensayos paralelos, también se evaluo la expresion de SLAMF7

en células T CD4"y CD8" activadas bajo tres esquemas diferentes: 1) entrecruzamiento con
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Figura 10. Expresion de SLAMF7, SAP y EAT-2 en células NK humanas activadas. Por citometria de flujo
se evalud la expresion de SLAMF7, SAP y EAT-2 en células NK humanas. El analisis se realizd en la poblacion
de células NK CD3"CD56%™ (A'y C) y en las células NK CD3-CD569" (B y D), a las 48 horas de estimulo (A
y B), y a las 120 horas de estimulo (C y D). Dentro de cada histograma se muestra el porcentaje de expresion
para SLAMF7, EAT-2 o SAP con respecto al control de isotipo. Histogramas en gris: control de isotipo,
histogramas abiertos: expresion para SLAMF7, EAT-2 o SAP, segln corresponda. Ensayo representativo de 3

ensayos realizados de manera independiente.

anti-CD3/anti-CD28; 2) PHA/IL-2; 3) PMA/ionomicina. Como se puede observar en Figuzg



11, ambos tipos de células T expresaron SLAMF7 de manera basal, aunque fue a niveles

bajos. Posterior a los tres tipos de estimulacién y para los tres tiempos evaluados (24, 48 y

72 horas), se observd un incremento muy evidente en el porcentaje de expresion. Estos

resultados sugieren que la expresion de SLAMF7 también parece favorecerse en células T

activadas.
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Figura 11. Expresion de SLAMF7 en células T CD4* y CD8* activadas. PBMC fueron activadas bajo tres

esquemas de activacion: A, incubacion con anticuerpos especificos (anti-CD3 y anti-CD28); B, incubacién con

PHAV/IL-2; C, incubacién con PMA/IONO. A los tiempos de 24, 48 y 72 horas. Posteriores a la aplicacién del

estimulo, se compard la expresion relativa de SLAMF7 en las células T CD4*CD3* y en las células T CD8*CD3*.

Dentro de cada histograma se muestra el porcentaje de expresion para SLAMF7 con respecto al control de isotipo.

Histogramas en gris: control de isotipo, histogramas abiertos: expresion para SLAMF7. PHA: fitohemaglutinina,

IL-2: interleucina-2, PMA: (forbol-12-miristatol3-acetato), IONO: ionomicina. Ensayo representativo de 3

ensayos realizados de manera independiente.

Por otro lado, en la Figura 12 se observa que las células T CD8" naive no expresaron

SLAMF7, en cambio, las células T CD8" de memoria y efectoras expresaron SLAMF7 de
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manera constitutiva. Por consiguiente, estos resultados también evidencian que la activacion

de las células T induce la expresion de SLAMF7.

A B

Naive Memoria Memoria Naive
Memoria central
Efectora

CD27
CD27

Memoria Efectora

Células T CD8* Memoria Efectora Células T CD8* t Memoria central
CD57 CD45RA

- |

‘T

cD27 ——m88 ™ —p
Eventos — 8 —p
. il sl il
£l
\
Eventos ——8 —p

. J\

cos7 — T TSlame ——— CD45RA———p  SLAMFT —»

Figura 12. Expresion de SLAMF7 en diferentes subpoblaciones de células T CD8*. A partir de PBMC se
evalud la expresion diferencial de SLAMF7 en células T CD8" naive (CD57°CD27* y CD45RA*CD27*),
efectoras (CD57*CD27- y CD45RA*CD27), de memoria (CD57"CD27- y CD45RACD27%), y memoria central
(CD57*CD27* y CD45RACD2T7"). Histogramas en gris: control de isotipo, histogramas abiertos: expresion para
SLAMF7. Ensayo representativo de 2 ensayos realizados de manera independiente.

La expresion de SLAMF7 en células blanco incrementa la capacidad citotoxica
de las células NK

Como una primera aproximacion que nos permitiera evaluar el impacto de SLAMF7
durante la activacion de las células NK humanas, se realizaron ensayos de lisis celular
redireccionada hacia las células P815 (células blanco), La activacion de SLAMF7 por medio
de anticuerpos monoclonales especificos para SLAMF7 se observa en la Figura 13.
Inicialmente, en la Figura 13A podemos ver que las células NK fueron capaces de lisar en
un 80% a las células P815 que fueron incubadas con anticuerpo anti-CD16 (anti-CD16/anti-
CD3 o anti-CD16/anti-SLAMF7) respecto a células P815 preincubadas con un control de
isotipo. Sin embargo, el porcentaje de lisis en respuesta al entrecruzamiento de SLAMF7 fue
similar al observado en respuesta al entrecruzamiento de CD16 de manera individual. Estos
resultados sugieren, que el entrecruzamiento de SLAMF7 parece no tener impacto adicional

sobre la activacion citolitica de las células NK en respuesta a CD16.
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Figura 13. El entrecruzamiento de SLAMF7 mediante anticuerpos especificos no afect6 la capacidad
citotoxica de células NK o CTL. Las células P815 fueron preincubadas con diferentes combinaciones de
anticuerpo y, posteriormente, fueron co-cultivadas por 4 horas a 37°C con células NK primarias (A) a
diferentes relaciones de células efectoras (E) y blanco (T): 20:1, 10:1, 5:1 o 1:1. La lisis porcentual de las
ceélulas P815 fue evaluada por citometria de flujo utilizando una sonda fluorescente especifica para células en
estado apoptético. El efecto citotdxico fue también evaluado por medio de la degranulacion celular, via la
expresion de la molécula CD107a, para células NK primarias en reposo (B, panel superior) o preactivadas
con IL-2 (B, panel inferior). De la misma manera, se evalu6 la degranulacién de las CTLs (C). El porcentaje
de presencia de CD107a se muestra dentro de cada grafico. El analisis estadistico del efecto del
entrecruzamiento de SLAMF7 sobre la degranulacion de las células NK primarias en reposo (grafica superior)
y activadas con IL-2 (grafica inferior) se observa en D. El andlisis estadistico del efecto del entrecruzamiento
de SLAMF7 sobre la degranulacion de las células T CD8* se observa en E. Los gréficos muestran la media
y la desviacién estandar de 3 ensayos independientes de 3 donadores distintos. Ensayo representativo de 3

ensayos realizados de manera independiente.
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Por su parte, en la Figura 13B se muestran los resultados del impacto del
entrecruzamiento de CD3, CD16 y SLAMF7, sobre la degranulacion (presencia de CD107a
en superficie) de las células NK primarias que fueron no activadas o activadas previamente
con IL-2 (Figura 13B, paneles superiores y Figura 13C, paneles inferiores, respectivamente)
y de CTLs (Figura 13C). Las células NK primarias mostraron niveles basales de
degranulacion en ausencia del entrecruzamiento de CD16, independientemente de si estas
fueron activadas o no con IL-2. En contraste, el entrecruzamiento de CD16 indujo un
incremento en los porcentajes de células NK positivas para CD107a en comparacion a células
NK sin estimular. Por su parte, el entrecruzamiento de SLAMF7 no modifico el porcentaje
de células NK positivas para CD107a respecto a células sin estimular. En la Figura 13D se
muestra el analisis estadistico de ensayo de degranulacién en células NK primarias. Por otro
lado, en la Figura 13C se observa que las CTL requieren el entrecruzamiento de CD3 para
poder inducir la degranulacion. En ese contexto, tampoco el entrecruzamiento de SLAMF7
indujo un cambio del nivel de degranulacion respecto a células sin estimular o estimuladas
Unicamente con CD3. En la Figura 13E se muestra el analisis estadistico de los resultados
de la degranulacion en células CTLs. En conclusion, estos experimentos demuestran que el
entrecruzamiento de SLAMF7 mediante el empleo de anticuerpos monoclonales no afecta la
lisis o la degranulacion de células citotoxicas humanas sobre los estimulos de CD3 (células

T) 0 CD16 (células NK).
K-562 Raji Daudi 721221 THP-1 SUP-B15
607 % | | 935% | | 98.7 % | 923% | | 717 % 527 % |

Eventos —p

SLAMF% . S —_— S/ N e ! — "
Figura 14. SLAMF7 se expresa en células tumorales de origen hematopoyético. Se evalu6 la expresion de
SLAMF7 en lineas celulares susceptibles a ser eliminadas por células NK. El nimero dentro de cada histograma
representa el porcentaje de las células positivas para la expresion de SLAMF7 con respecto al control de isotipo.
Histogramas en gris: control de isotipo, histogramas abiertos: expresién para SLAMF7en cada linea celular.
Figura representativa de tres ensayos realizados de manera independiente. Ensayo representativo de 3 ensayos

realizados de manera independiente.
Por otro lado, se evalud el porcentaje de expresion basal de SLAMF7 en varias lineas
celulares de origen hematopoyético y que son susceptibles a la lisis mediada por las células

NK. En la Figura 14 se puede observar que todas las células hematopoyéticas evaluadas
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mostraron diferentes porcentajes de expresion para SLAMF7. Mientras unas mostraron el
50% de expresion, otras lineas como Raji, Daudi y 721.221 mostraron un porcentaje de
expresion cercano al 100%. Todo esto sugiere que la presencia de SLAMF7 es muy frecuente
en células de origen hematopoyético. En base a estos resultados se decidié evaluar la

expresion de SLAMF7 en células de origen no hematopoyético como son, las células HeL a.

Como puede observarse en la Figura 15A, las células HeL a, en contraste a las células
de origen hematopoyético, no mostraron expresion de SLAMF7. De acuerdo con estos
resultados, se decidié inducir la expresion ectopica de SLAMF7 en células HeLa con la
finalidad de evaluar la contribucion de SLAMF7 en la activacion de las células NK en un
contexto mas fisioldgico, esto es, evaluando la interaccion de SLAMF7 con su ligando
natural (SLAMF7). Este modelo nos permiti6 evitar el uso de anticuerpos monoclonales con
un estimulo mas fisioldgico, para conocer el impacto de SLAMF7 en la activacion de las
células NK. Para esto, se procedi6 a transfectar a la linea de células NK, NK-92 con un vector
bicistronico que ademas de codificar para el gen de interés (SLAMF7), también codifica para
la proteina verde fluorescente (GFP, por sus siglas en inglés). En la Figura 15A, se evalud
la expresion de GFP y de SLAMF7 en las células HelLa transfectadas con el vector vacio o

con el vector que contiene la secuencia codificante para SLAMF7.

Una vez que se obtuvieron células HeLa que no expresan o expresan establemente
SLAMF7, se procedi6 a usarlas como células blanco en ensayos de lisis especifica mediada
por células NK. En la Figura 15B se observa que tanto las células NK primarias como las
celulas NK-92 fueron capaces de lisar hasta un 40% de las células HelLa negativas para
SLAMF7 (linea roja). Por el otro lado, las células positivas para SLAMF7 también fueron
eliminadas por las células NK, sin embargo, respecto a las células HeLa SLAMF7-, la
presencia de SLAMF7 en células HelLa incrementd la capacidad litica de las células NK
(linea azul) a niveles entre 50 y 70%. En los gréaficos de barras de la Figura 15B se puede
apreciar que entre mayor la relacion de células efectoras:células blanco (E:T), mayor
incremento significativo de la capacidad litica con relaciéon a las células HelLa que no
expresan SLAMF7. Adicionalmente, en la Figura 16A se puede observar que las células NK
primarias activadas con IL-2 también eliminaron un mayor porcentaje de células HelLa,

cunado estas ultimas fueron positivas para SLAMF7. Por lo tanto, estos resultados indican
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Figura 15. La expresion de SLAMF7 sobre células blanco favorece la capacidad citotoxica de las células NK
humanas. A, histograma de la expresion de GFP y SLAMF7 en células HeLa transducidas con un vector retroviral
que codifica solo para la proteina verde fluorescente (vector vacio) o vector que codifica para GFP y para
SLAMF7. Ademas, por PCR tiempo final se evalué la expresién de SLAMF7 en células NK-92, células HelLa o
células HelLa transducidas, el GAPDH se utiliz6 como un control positivo del ensayo de PCR. B, ensayo de lisis
celular especifica a diferentes proporciones (20:1, 10:1, 5:1 y 1:1) de células NK primarias o células NK-92 versus
células HeLa transducidas. Los graficos de barras representan “las veces” de incremento entre el porcentaje de
lisis de las células HeLa SLAMF7- (barras rojas) y de las células HeLa SLAMF7* (barras azules), con respecto a
la muerte basal. También se evalu6 la expresion intracelular de IFN-y y TNF-a en las células NK preactivadas con
IL-2 (C) y en las células NK-92 (D) co-cultivadas con las células HeLa transducidas. En las condiciones donde se
involucro la activacion de SLAMF7 la respuesta de las células NK resulté ser mas potente, tanto a nivel de lisis

como a nivel de sintesis de citocinas, un efecto que resultd ser estadisticamente significativo. CONTINUA...
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Continuacion, Figura 15. En las condiciones donde se involucré la activacion de SLAMF7 la respuesta de las
células NK result6 ser mas potente, tanto a nivel de lisis como a nivel de sintesis de citocinas, un efecto que resultd
ser estadisticamente significativo. El grafico de lisis en las células NK primarias corresponde a una figura
representativa de los diferentes ensayos realizados, para las células NK-92 representa los resultados de cuatro
ensayos realizados de manera independiente. La proporcién de incremento, o fold increase, a nivel de lisis y
expresion de citocinas corresponde a los resultados obtenidos de al menos tres ensayos realizados de manera
independiente. Para el ensayo de lisis los co-cultivos fueron de 4 horas, para la expresion de citocinas los co-
cultivos fueron de 4 (NK-92) o 7 (NK primarias) horas. Como control de activacién celular se utilizé PMA (forbol-
12-miristato13-acetato) mas IONO (ionomicina). Para el andlisis estadistico se utilizé la prueba U de Mann
Whitney considerandose una p<0.05% como significativa. Histogramas en gris: control de isotipo, histogramas
abiertos expresion para GFP o para SLAMF7 en las células HelLa transducidas. PCR: reaccién en cadena de la
polimerasa, GAPDH: Gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa, GFP: green fluorescent protein, IFN-y: interferon-

v, TNF-a: factor de necrosis tumoral a. Ensayo representativo de 4 ensayos realizados de manera independiente.

que el ligando natural de SLAMF7 incrementa el estado de activacion y/o el estado citolitico

de las células NK humanas respecto a células blanco que no expresan SLAMF7.

También se evaluo el impacto de la presencia de SLAMF7 en células blanco durante
la sintesis de IFN-y y TNF-a por células NK. En la Figura 15C y D se observa que tanto las
células NK primarias como las células NK-92 mostraron niveles basales de produccion de
IFN-y y TNF-a. Por su parte, en las células NK primarias preactivadas con IL-2, la
participacion de SLAMF7 resulté en un incremento significativo en la sintesis de IFN-y
(Figura 15C, paneles superiores) y TNF-a (Figura 15C, paneles inferiores), con relacién a
las células HeLa que no expresan SLAMF7 (HeLa SLAMF7). En la Figura 15D, se muestra
el andlisis de la sintesis de TNF-a en las células NK-92. Similar a lo observado en células
NK primarias, el reclutamiento de SLAMF7 también result6 en un importante incremento
significativo en la sintesis de TNF-a con relacion a las células HeLa SLAMF7°. En los
gréaficos de barras de la Figura 15C y D (panel derecho) se muestra el andlisis estadistico del
efecto del entrecruzamiento de SLAMF7 sobre la sintesis de citocinas tanto en células NK
primarias como en células NK-92. En la Figura 16B se puede observar que en contraste a
las células NK activadas con IL-2 o0 en células NK-92, la sintesis de citocinas parece ser muy
baja en respuesta a la sola presencia de las células HelLa, sin embargo, el estimulo con
PMA/ionomicina fue suficiente para observar un incremento significativo en la sintesis de

citocinas. Estos resultados sugieren, que SLAMF7, con excepcion de células NK en reposo,
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es responsable de mediar un incremento significativo en la sintesis de citocinas en células

NK humanas.
A B
Basal HelLa SLAMF7- HelLa SLAMF7+ PMA +I0ONO
Células NK primarias activadas con IL-2 “; 0.064% 00% | j 00% 0.0% | ] 047% 0.23% ; 0.51% 9.74%
B HeLa SLAMF7- elulas NK . 3 ,
élulas ‘ 4 g Y
W HelLa SLAMF7* - 1 g 4‘ 7 ‘ 3 W
100- purificadas | | ] 1 J
£ g0- :\\'\. 1 95.5% 045% | § 98.3% 165% | | 98.0% 128% | 1 81.7% 8.02%
; ~=.. ; g - e et P B ettt 3 BNl P ] |
§ - ‘.\. } 0.0% 0.0% : 0.0% 00% | | 096% 0.19% | § 2.44% 16 9%
Q. \
o _ o g— 1 3 . =
. 40 Celul:; l\éK no -] | e - 1 B ) =
2 0- - purificadas
Z 1 1
0 : : ; ; L7 008% 0.16% | 1 99.8% 0.17% | § 98.1% 0.77% | 1 0.38%
2 e z ) ‘ e <P . kLA E kAR =
-a —>
EZT.

Figura 16. Entrecruzamiento de SLAMF7 en células NK activadas con IL-2 y en células NK en reposo. A,
imagen representativa de un ensayo de lisis celular especifica a diferentes relaciones de células efectoras (E) y
blanco (T) (20:1, 10:1, 5:1 y 1:1) entre células NK primarias activadas con IL-2 versus células HeLa transducidas
con un vector retroviral que codifica para GFP (vector vacié) (HeLa SLAMF7-) o que codifica para GFP y para
SLAMF7 (HeLa SLAMF7%). La lisis porcentual de las células HelLa fue evaluada por citometria de flujo
utilizando una sonda fluorescente especifica para células en estado apoptético. B, imagen representativa de un
ensayo donde se evalud el impacto del entrecruzamiento de SLAMF7 durante la sintesis de IFN-y y TNF-a de
células NK primarias en reposo. Células NK (panel superior) o células mononucleares de sangre periféricas
(panel inferior) fueron co-cultivadas con células HeLa SLAMF7- o células HeLa SLAMF7*. Posteriormente, por
citometria de flujo se analizé la sintesis de IFN-y y TNF-a en las células NK (CD56+CD3+). Como control de
activacion celular se utiliz6 PMA (forbol-12-miristato13-acetato) mas IONO (ionomicina). GFP: green
fluorescent protein, IFN-y: interferdn-y, TNF-a: factor de necrosis tumoral a. Ensayo representativo de 3 ensayos
realizados de manera independiente.

SLAMF7 no afecta la formacion de conjugados celulares entre las células NK y
las células blanco

Una vez que las células NK reconocen a una célula blanco uno de los primeros
eventos celulares que ocurren es la formacién de los conjugados celulares. En base a lo
anterior, y puesto que SLAMF7 incrementd de manera significativa la capacidad citotoxica
de las células NK, el siguiente experimento tuvo como objetivo el evaluar el efecto de
SLAMF7 sobre la adhesion celular. Para evaluar el evento de adhesion celular, las células
NK-92, pretefiidas para CD56-APC, se cultivaron con células HelLa que expresan 0 no
SLAMF7 (HeLa SLAMF7- HeLa SLAMF7* respectivamente) por diferentes tiempos de
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Figura 17. La adicion de SLAMF7 durante la activacion de células NK no impacta en la formacion de
conjugados celulares. A, células NK-92, pretefiidas para CD56-APC, fueron co-cultivadas con células HelLa
transducidas con un vector retroviral que codifica para GFP (vector vacio) (HeLa SLAMF7°) o que codifica para
GFPy para SLAMF7 (HeLa SLAMF77); NK-92 versus HeLa SLAMF7- (panel izquierdo) y NK-92 versus HelLa
SLAMF7* (panel derecho). El porcentaje en la formacién de conjugados celulares fue evaluado por citometria
de flujo, dentro de cada gréafico de puntos (cuadrante superior derecho) se muestra el porcentaje de los conjugados
formados entre las células NK-92 y las células blanco. B, analisis estadistico del efecto del entrecruzamiento de
SLAMF7 sobre la formacion de conjugados celulares entre las células NK-92 y las células HeLa SLAMF7-
(barras rojas) o las células HeLa SLAMF7* (barras azules), asimismo, se muestra la media y la desviacion
estandar de 4 ensayos independientes. Para el analisis estadistico se utiliz6 la prueba de U de Mann Whitney
considerandose una p<0.05% como significativa. GFP: green fluorescent protein, NS: no significativo.

incubacion. En la Figura 17A se muestran las graficas de punto de citometria de flujo de un
ensayo representativo al tiempo 0, 5, 10 y 20 minutos. En el eje de las ordenadas se representa
a CD56, mientras que en el eje de las abscisas se representa la fluorescencia de GFP. En esta
misma figura se puede observar que las células del cuadrante inferior derecho son las células

NK-92 (CD56™), mientras que en el cuadrante superior izquierdo estan presentes las células
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HeLa SLAMF7" (panel izquierdo), o HeLa SLAMF7* (panel derecho). Las células presentes
en el cuadrante superior derecho se consideran como conjugados entre las células NK-92 y
las células blanco ya que en este cuadrante es posible observar la doble sefial de fluorescencia
correspondiente a la fluorescencia tanto de las células efectoras como de las células blanco.
En la misma Figura 17A se puede observar que un incremento en el porcentaje de formacion
de conjugados entre células NK y células blanco esta en funcion del tiempo de co-cultivo.
Por otro lado, en la Figura 17B se muestra el analisis estadistico del impacto de SLAMF7
sobre la formacion de los conjugados celulares entre las células NK-92:células Hela
SLAMFT7- (barras rojas) y las células NK-92:células HeLa SLAMF7* (barras azules).
Aunque visualmente se observa un incremento a lo largo del tiempo en el porcentaje de los
conjugados celulares cuando SLAMF7 estuvo presente en las células blanco, este no alcanz6
significancia estadistica a ninguno de los tiempos de incubacion, con relacion a las células
HeLa SLAMF7". En base a estos resultados, se sugiere que SLAMF7 no tiene impacto, o
tiene un impacto minimo, sobre la adhesion celular entre las células NK humanas y sus

células blanco.

SLAMF7 no afecta de manera significativa el evento de polarizacion en las
células NK

La polarizacion de perforina ocurre durante los primeros minutos de activacion de las
células NK. Por lo tanto, examinamos el impacto de SLAMF7 sobre la polarizacion de
perforina en las células NK a través de ensayos de microscopia confocal. Inicialmente, las
células NK-92 se marcaron con la sonda fluorescente Orange y posteriormente se cultivaron
en presencia de células HeLa que no expresan o expresan SLAMF7 (HeLa SLAMF7- HeLa
SLAMFT7* respectivamente). Adicionalmente, los co-cultivos también se tifieron con
anticuerpos especificos para perforina y para tubulina, ambos acoplados a distintos
fluorocromos. Para las células NK-92 se asigné el color rojo (Orange®), para la perforina el
color amarillo (Alexa 647), y para tubulina el color verde (Alexa 488). En la Figura 18A se
puede observar las imagenes de microscopia confocal de un ensayo representativo; en el
campo claro se puede observar que una célula NK-92 se encuentra estrechamente unida a
una célula HeLa SLAMF7- (panel superior) haciendo contacto con a una célula HelLa
SLAMFT7* (panel inferior). En ese contexto, se puede observar que, a los 20 minutos de

estimulo, las células NK-92 polarizan los granulos ricos en perforina hacia el sitio de contacto
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Figura 18. La expresion de SLAMF7 sobre células blanco no afect6 de manera significativa la polarizacion
en las células NK. A, Iméagenes de microscopia confocal de un co-cultivo entre células NK-92 (CellTracker
Orange*) y células HeLa transducidas con un vector retroviral que codifica para GFP (vector vacié) (HelLa
SLAMFT") o que codifica para GFP y para SLAMF7 (HeLa SLAMF7%), 20 minutos a 37°C. Adicionalmente,
los co-cultivos fueron tefiidos para perforina y para tubulina. Células NK-92 versus células HeLa SLAMF7-
(panel superior) o versus HeLa SLAMF7* (panel inferior); se puede observar un campo claro (células sin
fluorescencia), células NK-92 en color rojo, perforina en color amarillo, tubulina en color verde y HelLa
transducidas también en color verde. B, porcentaje de polarizacion entre células NK-92 co-cultivadas con HeLa
SLAMF7- (barra roja) o co-cultivadas con HeLa SLAMF7* (barra azul). Para evaluar el porcentaje de
polarizacion se analizaron al menos 150 conjugados celulares (NK-92:HelLa transducidas) de cada condicién,
asimismo, en cada barra se muestra la media y la desviacion estandar. C, MFI para perforina en el sitio de
contacto entre células NK-92 y células HeLa SLAMF7- (circulos rojos) o hacia células HeLa SLAMF7*
(triangulos azules), también se muestra la media y la desviacion estandar. EI MFI para perforina fue evaluado
especificamente dentro de las células NK-92 (rectangulo que aparece dentro de las imagenes en A). Aungue en
presencia de SLAMF7 sobre las células blanco la polarizacion y el MFI para perforina se incrementd, este
incremento no generd una diferencia significativa con respecto a las células HeLa SLAMF7-. Para evaluar el
MFI de perforina se analizaron al menos 50 eventos de cada condicion. Para el anlisis estadistico se utilizo la
prueba U de Mann Whitney considerandose una p<0.05% como significativa. GFP: green fluorescent protein,

NS: no significativo. Experiment de 3 ensayos realizados de manera independiente.
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con las celulas HeLa respecto a células estimuladas a tiempo cero. Esto sugiere que 20
minutos de co-cultivo es suficiente para que las células NK-92 se activen y se promueva la

polarizacién de granulos ricos en perforina hacia el sitio de sinapsis inmune.

Por otro lado, la Figura 18B muestra el porcentaje de células NK que polarizaron los
granulos ricos en perforina en respuesta a las células HeLa que no expresan o expresan
SLAMFT7. El porcentaje de células NK-92 que polarizaron los granulos de perforina hacia el
sitio de contacto con las células HeLa que no expresan SLAMF7fue de alrededor del 80%.
Por otra parte, la presencia de SLAMF7 en la superficie de células HeLa (barra azul) mostré
un porcentaje de células NK-92 que polarizaron granulos ricos en perforina hacia la zona de
contacto con las células HelLa. Estos resultados sugieren que SLAMF7 no favorece, o tiene
un impacto minimo sobre la polarizacion de granulos citotoxicos hacia la sinapsis
inmunoldgica. Adicionalmente, se evalud la intensidad media de fluorescencia (IMF) para
perforina en el &rea de contacto, lo cual se midié como el nimero de pixeles con sefial para
perforina en el &rea de contacto entre la célula efectora y la célula blanco. Nuestros analisis
mostraron que el estimulo a través de SLAMF7 no increment6 significativamente la
intensidad media de fluorescencia en el area de contacto entre una célula NK y la célula
HelLa, independientemente de si esta expresaba o no SLAMF7 (Figura 18C). Estos
resultados sugieren que SLAMF7 no tiene incidencia, o tiene una incidencia minima, en

regular el namero de granulos citotdxicos que migran hacia la sinapsis inmunolégica.

SLAMF7 incrementa de manera significativa la degranulacion celular en las
células NK humanas

La adhesién, la polarizacién y la degranulacion son los tres eventos principales a
través de los cuales se regula la capacidad citotdxica de las células NK. En este sentido, el
siguiente experimento tuvo como objetivo el evaluar el efecto de SLAMF7 sobre la
degranulacion celular de las células NK. En la Figura 19 se puede observar un ensayo de
degranulacion celular (presencia de CD107a en superficie) en células NK-92 (Figura 19A)
y en células NK primarias (Figura 19B) las cuales fueron activadas en ausencia de SLAMF7
(HeLa SLAMFT") o en presencia de SLAMF7 (HeLa SLAMF7%). En ausencia de células
HelLa, las células NK-92 y las células NK primarias mostraron niveles basales de expresion
para CD107a en superficie celular menores al 1%. Por su parte, la presencia de SLAMF7 en

las células blanco indujo un fuerte incremento de los niveles de degranulacion, medida como
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Figura 19. SLAMF7 incremento la degranulacion en células NK humanas. Células NK humanas fueron co-
cultivadas con células HeLa transducidas con un vector retroviral que codifica para la proteina verde fluorescente
(vector vacid) (HeLa SLAMF7") o que codifica para GFP y para SLAMF7 (HeLa SLAMFT7*), por 3 horas a
37°C. La degranulacién fue evaluada por citometria de flujo via la expresion de CD107a sobre la membrana
celular externa de las células NK. A, células NK-92 co-cultivadas con células HeLa transducidas. B, células NK
primarias preactivadas con IL-2 co-cultivadas con células Hela transducidas. El porcentaje de expresion de
CD107a se muestra dentro de cada grafico. C, analisis estadistico del efecto del entrecruzamiento de SLAMF7
sobre la degranulacion en células NK-92 (gréfica superior) y en células NK primarias (gréafico inferior), se
muestra la media y la desviacién estadndar de 3 ensayos realizados de manera independiente. En las condiciones
donde se involucrd la activacion de SLAMF7 la degranulacion se incrementd en las células NK, un efecto que
resulté ser estadisticamente significativo con relacion a las células HeLa SLAMF7-. Para el analisis estadistico
se utilizé la prueba de U de Mann Whitney considerandose una p<0.05% como significativa. IL-2: interleucina
2.

el porcentaje de expresion de CD107a en la superficie de las células NK, alcanzando niveles
de expresion por arriba de un 28%. En la Figura 19C se muestra el analisis estadistico del
impacto del entrecruzamiento de SLAMF7 sobre la degranulacion de las células NK-92
(panel superior) y de las células NK primarias (panel inferior). De esta manera se puede decir
que, SLAMF7 incremento significativamente la capacidad de degranulacion de las células
NK, con relacion a las células HeLa que no expresan SLAMF7-. Por lo tanto, estos resultados
sugieren que el ligando natural de SLAMF7 incrementa el proceso de degranulaciéon en

células NK humanas.
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SLAMF7 promueve la activacion de las células NK a través de una via que
depende principalmente de PLC-y

Se ha propuesto que SLAMF7 promueve la activacion de las células NK a través de
reclutar a la proteina adaptadora EAT-2, sin embargo, aun no es claro que otras proteinas de
sefializacion son reclutadas por SLAMF7 durante su activacion [81], [84]. Las proteinas de
sefializacion PLC-y PI3K juegan un papel fundamental en regular distintos eventos durante
la activacion de células NK [48], [92]. En ese contexto, se evalud el impacto de PLC-y y
PI3K sobre la lisis y la degranulacion de células NK-92 mediada por SLAMF7. Las células
NK-92 se trataron previamente con: 1) DMSO (vehiculo de los inhibidores); 2) U73122
(inhibidor para PLC-y); y 3) LY294002 (inhibidor para PI3K). Posteriormente, las células
NK-92 se cultivaron en presencia de células HeLa con expresion de GFP y negativas para
SLAMF7 (HeLa SLAMFT7") o positivas para GFP y para SLAMF7 (HeLa SLAMF7*). Como
se puede observar en la Figura 20A, en presencia de DMSO las células NK-92 fueron
capaces de lisar hasta en un 30-40% a las células HeLa SLAMF7-, sin embargo, con respecto
alas células HeLa SLAMFT, el entrecruzamiento de SLAMF7 incrementd la capacidad litica
de las células NK-92 a niveles cercanos del 80%. Por su parte, durante la inhibicién de PLC-
v, la capacidad litica de las células NK-92 se redujo alcanzando un porcentaje por debajo del
20%. Cuando la activacion de las células NK-92 involucré la activacion de SLAMF7, la
presencia del inhibidor también redujo el porcentaje de lisis especifica. El mismo porcentaje
de inhibicion se observd cuando la lisis especifica se dirigié hacia las células HeLa que
expresan SLAMF7. Por otro lado, durante la inhibicion de PI3K, la capacidad litica de las
células NK-92 hacia las células HeLa se redujo hasta alcanzar niveles basales, sin embargo,
el porcentaje de lisis especifica en presencia de SLAMF7 fue significativamente mayor
(40%) en comparacion a la ausencia de SLAMF7. En base a estos experimentos, nuestros
resultados sugieren que PLC-y resulta indispensable para promover la lisis de células diana

mediada por SLAMF, mientras que PI3K parece tener un impacto menos severo.

En la Figura 20B se muestran los resultados del impacto de la inhibicién de PLC-y 0
de PI3K sobre la degranulacion de células NK en funcion o independiente de la participacion
de SLAMF7. De manera similar a lo que se observd en el ensayo de lisis especifica, la
inhibicion de PLC-y reduce el porcentaje de células NK en degranulacion a porcentajes

similares al observado en la condicion control o sin estimular. En contraste, la inhibicién de
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Figura 20. SLAMF7 incrementd la citotoxicidad de las células NK a través de una via que dependié de
PLC-y. Células NK-92 fueron co-cultivadas con células HeLa transducidas con un vector retroviral que codifica
para la proteina verde fluorescente (vector vacio) (HeLa SLAMF7-) o que codifica para GFP y para SLAMF7
(HeLa SLAMFT7*). Posteriormente, se evalud la lisis especifica y la degranulacién por citometria de flujo a través
de una sonda fluorescente especifica para células en estado apoptético o via la expresion de CD107a,
respectivamente. A las 4 horas para lisis y a las 3 horas para degranulacion a 37°C. Previo a cada ensayo, las
células NK-92 fueron tratadas con: 1) DMSO (condicion control), 2) U73122 (inhibidor para PLC- y) 0 3)
LY294002 (inhibidor para PI3K). A, ensayo de lisis celular especifica a una proporcion 10:1 (10 efectoras:una
blanco), entre células NK-92 versus células HeLa transducidas. Las barras rojas representan la lisis en las células
HeLa SLAMF7 vy las barras en azul representan la lisis en las células HeLa SLAMF7*. B, ensayo de
degranulacién celular entre las células NK-92 y las células Hela transducidas, el porcentaje de presencia de
CD107a en las células NK-92 se muestra dentro de cada grafico. El anélisis estadistico del efecto del
entrecruzamiento de SLAMF7 sobre la degranulacion de las células NK-92 se observa en C. Durante el
tratamiento con DMSO y LY294002, el entrecruzamiento de SLAMF7 sobre las células NK incrementd la lisis
especifica (A) y la degranulacién celular (B y C), un efecto que resulto ser estadisticamente significativo con
respecto a las células HeLa SLAMF7-. Por otro lado, durante la inhibicion de PLC-y (U73122), el
entrecruzamiento de SLAMF7 sobre las células NK no afectd significativamente ni la lisis especifica ni la
degranulacién celular. Los graficos muestran la media y la desviacion estandar de 3 ensayos independientes. Para
el analisis estadistico se utilizd la prueba de U de Mann Whitney considerandose una p<0.05% como

significativa. DMSO: dimetilsulféxido, NS: no significativo.

PI3K, redujo parcialmente la degranulacion en células NK en respuesta a un estimulo

dependiente de SLAMF7, sin embrago, este porcentaje fue significativamente mayor al
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observado en células NK sin estimular. La Figura 20C muestra el andlisis estadistico de los
ensayos de degranulacidn, y se puede observar que la presencia de SLAMF7 incrementd de
manera significativa la degranulacion de las células NK-92 tratadas con DMSO y con

LY294002, pero no en presencia de la inhibicion de PLC-y. Estos resultados sugieren que
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Figura 21. SLAMF7 incrementd la sintesis de TNF-a en células NK humanas a través de una via
dependiente de PLC-y. Células NK-92 fueron co-cultivadas con células HeLa transducidas con un vector
retroviral que codifica para la proteina verde fluorescente (vector vacié) (HeLa SLAMF7°) o que codifica para
GFP y para SLAMF7 (HeLa SLAMF7%), cuatro horas a 37°C. Posteriormente, por citometria de flujo fue
evaluada la expresién intracelular de TNF-o. Previo a cada ensayo las células NK-92 fueron tratadas con: 1)
DMSO (condicion control), 2) U73122 (inhibidor para PLC- y) o 3) LY294002 (inhibidor para PI3K). A,
expresion intracelular de TNF-a en las células NK-92, el porcentaje de expresion se muestra dentro de cada
grafico. El andlisis estadistico del efecto del entrecruzamiento de SLAMF7 sobre la expresion intracelular de
TNF-a se observa en B. Durante el tratamiento con DMSO y LY294002, el entrecruzamiento de SLAMF7
incremento la expresion intracelular de TNF-a, un efecto que resulto ser estadisticamente significativo con
respecto a las células HeLa SLAMF7- (B). Por otro lado, durante la inhibicién de PLC-y (U73122), el
entrecruzamiento de SLAMF7 no afect6 la expresion intracelular de TNF-a. Los gréficos muestran la media y la
desviacion estandar de 4 ensayos independientes. Para el analisis estadistico se utiliz6 la prueba de U de Mann

Whitney considerdndose una p<0.05% como significativa. DMSO: dimetilsulfoxido, NS: no significativo.
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SLAMFT7 requiere de la participacion de esta molécula para poder incrementar o favorecer

la degranulacién en las células NK humanas.

En ese contexto, y considerando que la activacion de las células NK también
promueve la sintesis de citocinas, se evalud la sintesis de TNF-a en las células NK-92.
Similar a lo observado durante los ensayos de lisis y degranulacion, En la Figura 21A se
puede observar que SLAMF7 incremento la produccion de TNF-a y esta no se abate en
presencia de DMSO o en presencia del inhibidor de PI3K (LY294002). En contraste, la
inhibicidn de PLC-y bloque0 casi totalmente la produccién de TNF-a cuando las células NK-
92 se estimularon en presencia de SLAMF7. En la Figura 21B se muestra el analisis
estadistico de estos resultados, y se puede observar que SLAMF7 incrementé de manera
significativa la sintesis de TNF-a en las células NK-92 tratadas con DMSO y con LY 294002,
pero no en presencia del inhibidor de PLC-y. Estos resultados sugieren que SLAMF7

promueve la sintesis de TNF-a en las células NK a través de una via que depende PLC-y.
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Discusion

Las células NK son linfocitos que juegan un papel fundamental tanto en la respuesta
inmune innato como adaptativa [2]. Esto radica en sus atributos para ejercer una funcion
citotoxica, asi como en su capacidad para secretar citocinas proinflamatorias. La funcion
citotoxica de las células NK esta dirigida principalmente contra células infectadas por virus
0 células que sufren de una transformacion maligna [2], [93]. 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 citotdxicos 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 [18].

La citotoxicidad que depende de la liberacion de granulos citotdxicos se conoce
también como citotoxicidad natural y esta regulada por una miriada de receptores de
superficie celular. Estos receptores de superficie pueden inhibir o activar las funciones
efectoras de las células NK. Una de las principales incdgnitas respecto a entender como se
regulan las funciones efectoras de las células NK, es entender el papel que los diferentes
receptores de superficie de las células NK juegan durante la activacion de las células NK [2],
[48].

La primera hipotesis que permitié aproximarnos a explicar la activacion de las células NK se
basd en un sistema que permite registrar la ausencia de reconocimiento de moléculas del
complejo principal de histocompatibilidad sobre la superficie de células diana. Este sistema
estd compuesto por una familia de receptores que son especificos para moléculas del
complejo principal de histocompatibilidad de clase I. Cuando estos receptores se unen a las
moléculas del MHC clase I, generan sefiales que imposibilitan que una célula NK pueda
desplegar sus funciones efectoras. Este modelo, conocido como “the missing-self” permitio

explicar parcialmente como se regula la activacion de las células NK [94].

El otro sistema que regula la activacion de celulas NK estd basado en un repertorio de
receptores que una vez gue unen a sus ligandos, transmite sefiales de activacion que conllevan
a que la célula NK despliegue su maquinaria citotdxica. Por lo tanto, la activacién de las

células NK depende de un delicado balance entre sefiales de activacion y sefiales de
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inhibicién [2]. Dentro de los receptores de activacion, se encuentra una familia de
inmunoreceptores conocida como SLAM, de los cuales 2B4 es el mejor caracterizado [59],
[77], [87].

Adicionalmente, las células NK también expresan al receptor SLAMF7, un receptor
de activacion que también forma parte de la familia SLAM. Todos los miembros de la familia
SLAM sefalizan a través de las proteinas adaptadoras SAP y EAT-2 [76], [81], [83].
SLAMF7 se ha estudiado a detalle en modelos murinos, lo cual, ha permitido demostrar que
es el Unico receptor de la familia SLAM que sefializa especificamente a través de EAT-2, en
consecuencia, en ausencia de EAT-2, SLAMF7 se vuelve un receptor de inhibicion [81],
[84]. En células humanas el papel de SLAMF7 ha sido poco explorado y al igual que en
raton, este receptor también parece estar favoreciendo la capacidad citotdxica de las NK a
través de su asociacién con la proteina adaptadora EAT-2 [83]. Sin embargo, aun se
desconocen los mecanismos celulares a través de los cuales SLAMF7 promueve una mayor

activacion en las células NK.

Con la finalidad de determinar el papel de SLAMF7 en células NK humanas, los
primeros objetivos estuvieron enfocados en evaluar la expresion de SLAMF7 en células NK
humanas estimuladas con diferentes citocinas que favorecen su estado de activacion. Aunque
se sabe que IL-2, IL-12, IL-15 e IFN-f son citocinas que promueven sobrevida, proliferacion
y la capacidad citotdxica de las células NK [10], se desconoce como estas citocinas impactan
en la expresion de receptores de la familia de SLAM, en particular de SLAMF7. En tal
sentido, nuestros resultados mostraron que los estimulos con IL-2 e IL-12 mas IL-15, los
estimulos que promueven una mayor capacidad citotoxica de las células NK, también
promueven una mayor expresion de SLAMF7. Por otro lado, la activacion con IFN-B o con
TGF-B no mostraron impacto en los niveles de expresion de SLAMF7. Los interferones tipo
| regulan de manera crucial la respuesta efectora de las células inmunes ante infecciones
virales, por lo tanto, el que IFN-p no afecte la expresion de SLAMF7, podria sugerir que éste
no impacta durante una respuesta antiviral en células NK. Por su parte, TGF-f es una citocina
con potentes efectos inmunosupresores en células NK y disminuye de manera significativa

su capacidad litica, a eso se le podria atribuir el que no se haya observado un impacto en la
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expresion de SLAMF7 durante la activacion con TGF-f. De modo que estos resultados

sugieren que SLAMF7 impacta durante la activacion de las células NK.

Por otro lado, también se evaluo la expresion de las proteinas adaptadoras a través
de las cuales sefializan los receptores SLAM. Nuestros resultados mostraron que la expresion
de SAP resulto ser muy estable en las células NK. Con respecto a la expresion de EAT-2,
esta también se incremento con las citocinas que promueven una mayor capacidad citotoxica
en las células NK (estimulacion con IL-2 e IL-12 més IL-15). En este sentido, se sugiere que
las proteinas de la familia de SAP pueden tener una mayor participacion en vias de

sefializacion especificas durante la generacion de células NK altamente citotoxicas.

Las células NK vy las células T comparten muchos de los receptores de activacion e
inhibicion [95], ademas, ambas se originan a partir de un mismo progenitor comun. En ese
sentido, y con la finalidad de evaluar la expresion de SLAMF7 en otras células citotdxicas
relacionadas a las células NK, la expresién de SLAMF7 fue evaluada en las células T CD8"
y CD4". Al igual que en trabajos previos, donde se demuestra que la expresion de SLAMF7
se incrementa en células T activadas [89], [96], nuestros resultados también mostraron que
la activacion de las células T incrementaron la expresién de SLAMF7. Ademas, con respecto
a células T CD4", parece ser que la expresion de SLAMF7 fue mas estable en las células T
CD8*. Adicionalmente, se encontré que las células T CD8" naive parecen carecer de la
expresion de SLAMF7 y que las células T CD8* efectoras y de memoria parecen expresarlo
de manera constitutiva, lo cual, también coincide con trabajos ya publicados [96]. Por lo que
estos resultados sugieren que, al igual que en células NK, SLAMF7 puede estar regulando la
funcién efectora de células T, sin embargo, ain desconocemos el papel exacto de este

receptor en las células T humanas.

Por otro lado, trabajos previos han demostrado que el entrecruzamiento de SLAMF7
en células NK humanas a través de anticuerpos especificos promueven su capacidad
citotoxica [83], [84]. En ese contexto, y con la finalidad de ir evaluando el papel de SLAMF7
en las células NK humanas, tratamos de reproducir los resultados ya publicados. Sin
embargo, bajo nuestras condiciones experimentales no logramos observar ningln efecto de
SLAMF7 a través de su entrecruzamiento con anticuerpos especificos. Por lo tanto, queda

por confirmar si, efectivamente, el entrecruzamiento de SLAMF7 a través de anticuerpos
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incrementa la capacidad litica de las células NK. Ademas, el entrecruzamiento de receptores
mediante anticuerpos puede llegar a causar cierto desacuerdo debido a que estos no siempre
se encuentran promoviendo activacion celular. En ese sentido, el entrecruzamiento de
SLAMF7 a través de anticuerpos puede que no sea el mejor modelo para evaluar su papel

durante la activacion de las células NK humanas.

Por otra parte, a finales del 2005 se publicé un trabajo donde se demostro por primera
vez que el ligando natural de SLAMF7 incrementa la capacidad citotdxica de las células NK
humanas [85]. No obstante, este efecto Unicamente era posible en un escenario donde las
celulas blanco carecian de moléculas del MHC-I. Con esos antecedentes, se expreso el
ligando natural de SLAMF7 en una linea celular que ya se sabe es susceptible a ser lisada
por células NK humanas, a saber, en las células Hel a, estas células fueron seleccionadas de
manera estratégica, pues a diferencia de las células de origen hematopoyético, las células
HelLa no expresan receptores de la familia SLAM [76], lo cual resulta ser un excelente
modelo para expresar receptores de la familia SLAM y evaluar la contribucién individual de

estos receptores durante la activacion de las células NK.

Como era de esperarse, nuestros resultados mostraron que las células NK humanas
fueron capaces de promover la lisis de las células HeLa. Ademas, la expresion de SLAMF7
sobre estas células incrementd la capacidad citolitica de las células NK de manera
significativa. Acompafiado de este resultado, la expresion de SLAMF7 sobre las células
HeLa también incrementd significativamente la sintesis de IFN-y y TNF-a en las células NK
preactivadas con IL-2. Por otro lado, en células NK en reposo, SLAMF7 no mostrd impacto
en la sintesis de IFN-y y TNF-a. Probablemente, el que no se haya encontrado un efecto de
SLAMF7 durante la produccion de citocinas en las células NK en reposo, podria deberse a
una expresion basal baja de SLAMF7 en estas células. Asi mismo, el entrecruzamiento de
SLAMF7 también incrementd significativamente la sintesis de TNF-a en las células NK-92.
Por lo cual, estos resultados sugieren que el ligando natural de SLAMF7 sobre una célula
blanco, que ademas expresa moléculas del MHC-I, promueve la capacidad citotoxica de las
células NK humanas de manera significativa. Por lo tanto, nuestros resultados concuerdan
con trabajos ya publicados donde demuestran que SLAMF7 es un receptor que promueve

activacion en las células NK [81], [85]. Adicionalmente, y a diferencia de los trabajos ya
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publicados, también se podria sugerir que las sefiales generadas a través de SLAMF7 son lo
suficientemente dominantes como para sobrepasar las sefiales inhibitorias promovidas por

los receptores que se activan en presencia de moléculas del MHC-I.

Los mecanismos celulares que regulan la capacidad citotdxica de las células NK ya
han sido bien descritos, y de manera general se pueden agrupar en tres eventos béasicos, el
primero incluye la adhesion celular, el segundo la polarizacion, y finalmente la degranulacion
celular [19]; todos estos eventos se suman para promover de manera eficiente la capacidad
citotoxica de las células NK. No obstante, si alguno de esos eventos llegara a fallar, la
capacidad citotoxica de las células NK se puede ver gravemente comprometida y, en
consecuencia, conducir al desarrollo de patologias, principalmente inmunodeficiencias
primarias [11]. En ese sentido y con el objetivo de ir elucidando los mecanismos celulares a
través de los cuales SLAMF7 regula la activacion de las células NK, lo siguiente fue evaluar
el impacto de SLAMF7 durante la formacion de los conjugados celulares. Ha sido reportado
que diferentes receptores de la familia SLAM (CD84, 2B4 y CD150) pueden estar
participando en procesos de adhesion celular [68], [97], [98]. Sin embargo, ain no es claro

si otros receptores de la familia SLAM regulan procesos de adhesion en células humanas.

Como estaba previsto, nuestros resultados mostraron que las células NK-92 fueron
capaces de formar conjugados con las células HelLa. Sin embargo, la adicion del
entrecruzamiento de SLAMF7 durante esta via de activacion no generd impacto durante la
formacion de conjugados celulares. En ese sentido, nuestros resultados coinciden con
trabajos ya publicados donde se demuestra que SLAMF7 murino tampoco parece
incrementar la formacion de conjugados celulares [77]. Consecuentemente, el que no se haya
encontrado una participacién de SLAMF7 durante el proceso de adhesion celular, se le puede
atribuir a la incapacidad de SLAMF7 para unir a SAP, pues ha sido demostrado que SAP
favorece la capacidad citotoxica de las células NK a través de incidir en la formacién de los
conjugados celulares [78]. En conclusidn, estos resultados indican que SLAMF7 no parece
impactar durante el proceso de adhesién celular, asimismo, tampoco parece existir una

funcién redundante entre los receptores de la familia SLAM.

Por otro lado, EAT-2 también ha sido estudiado de una manera muy completa, y se

ha demostrado que esta proteina parece estar regulando la activacion de las células NK a
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través de incrementar la velocidad de polarizacion [77]. En ese sentido, y conociendo que
SLAMF7 sefaliza a través de EAT-2, tratamos de evaluar la influencia de SLAMF7 durante
el evento de polarizacion en las células NK humanas. Nuestros resultados mostraron que las
células NK-92 polarizaron hacia las células blanco, un evento esperado. Sin embargo, la
adicion de SLAMF7 durante esa via de activacion no impacto en polarizacion. Asi como
tampoco impacto en la intensidad de fluorescencia media para los granulos ricos en perforina
que llegaron a polarizar hacia el sitio de sinapsis. En ese contexto, se sugieren que EAT-2
puede estar regulando méas de un evento celular en las células NK y este efecto parece estar
en funcidn del receptor de la familia SLAM al cual sea reclutado. Por lo tanto, nuestros
resultados sugieren que SLAMF7 no parece influir primordialmente durante el proceso de

polarizacion en las celulas NK humanas.

Hasta este punto, nuestros resultados demostraban que SLAMF7 no se encuentra
impactando de manera significativa durante los eventos efectores mas tempranos en células
NK, por lo que nos quedaba evaluar la degranulacién celular, un evento que se caracteriza
por la liberacion de proteinas liticas preformadas y almacenadas en granulos liticos en el
citoplasma de las células NK [19]. Interesantemente, trabajos publicados también han
demostrado que EAT-2 parece estar acelerando el proceso de degranulacién en las células
NK [77], sin embargo, aun conociendo que SLAMF7 sefializa a través de EAT-2, se
desconoce si SLAMF7 impacta durante el evento de degranulacion celular. En ese contexto,
para identificar si SLAMF7 se encontraba regulando el evento de degranulacion, se evalud
la expresion de la presencia de CD107a sobre la membrana celular externa en las células NK.
CD107a es una de las principales moléculas que se encuentran ancladas a la membrana de
los granulos liticos (ricos en perforina y granzimas), y una vez que estos granulos liticos se
fusionan con la membrana celular externa de las células NK para permitir la liberacion de
granzimas y perforina durante el proceso de degranulacion, CD107a se queda anclada a la
membrana externa de la célula NK de manera temporal (2 a 3 horas) antes de volver a ser
endocitada por la misma célula. Por lo tanto, la degranulacion celular es directamente
proporcional a la presencia de CD107a sobre la membrana de las células NK [99], [100].
Como era de esperarse, con respecto a la condicion basal o control, nuestros resultados
mostraron que la degranulacion por las células NK se incremento en presencia de las células

HeLa. Sin embargo, cuando en esa via de activacion se involucrd las sefiales a través de
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SLAMF7, la capacidad de degranulacion en las células NK se incremento con respecto a las
células HeLa que no expresan el ligando para SLAMF7. El simple hecho de expresar el
ligando para SLAMF7 sobre las células HeLa aumenté significativamente la expresion
extracelular de CD107a sobre las células NK. Con base en lo anterior, nuestros resultados
tienen sentido desde el hecho que SLAMF7 sefaliza a través de EAT-2. Adicionalmente, se
genera evidencia contundente que demuestra el mecanismo a través del cual SLAMF7
promueve la activacion de las células NK humanas. Por lo tanto, con estos resultados se
sugiere de manera convincente que el ligando natural de SLAMF7 potencia la capacidad
citotoxica de las células NK humanas a través de un mecanismo que depende principalmente

de la degranulacion celular.

Por otro lado, también se ha reportado que las vias de sefializacion que promueve
SLAMF7/EAT-2 en células NK parecen involucrar a las proteinas PLC-y y PI3K [77], [83],
[84]. En ese sentido y entendiendo que SLAMF7 sefializa de manera especifica a través de
EAT-2, los siguientes objetivos estuvieron enfocados en evaluar la influencia de PLC-y y
PI3K durante el entrecruzamiento de SLAMF7 en células NK humanas. Una de las
estrategias que nos permitio evaluar las vias de sefializacion a través de las cuales SLAMF7
regula la activacion de las células NK fue utilizando inhibidores farmacoldgicos selectivos
para PLC-y y para PI3K, U73122 y LY294002 respectivamente. Nuestros resultados
mostraron que la inhibicién de PLC-y disminuy0 significativamente la capacidad citotoxica
de las células NK, ademaés, también disminuy0 significativamente la secrecion de TNF-a en
las células NK. Adicionalmente, las sefiales de SLAMF7 durante la inhibicién de PLC-y no
mostraron impacto, ni a nivel de lisis ni a nivel de degranulacion. Interesantemente, nuestros
resultados coinciden con trabajos ya publicados en los cuales se ha demostrado que las
células murinas deficientes de PLC-y, por un lado, presentan una polarizacion normal, sin
embargo, la capacidad de degranulacion se pierde totalmente en estas células [101].
Complementario a lo anterior, en células humanas también se ha demostrado que la
inhibicion de PLC-y bloquea la degranulacion celular, asimismo, este efecto se observo en
vias de sefializacion dependientes e independientes de los motivos ITAM [65]. Por lo tanto,
parece ser que PLC-y es imprescindible durante la activacion de las células NK. Ademas,
nuestros resultados también sugieren que SLAMF7 incrementa la capacidad citotdxica de las

células NK a través de una via dependiente de PLC-y.
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En ese contexto, se sabe que una de las vias de sefializacion que promueve la
activacion de PLC-y es la cinasa de lipidos PI3K [54]. PI3K participa durante la activacion
de las células NK y una inhibicién total de PI3K puede reducir significativamente su
capacidad citotoxica [102], [103]. En ese sentido, se ha propuesto que diferentes isoformas
de PI3K pueden regular eventos celulares especificos; la isoforma p1106 parece participar en
la secrecion de citocinas; por otro lado, ni la inhibicion de la isoforma p1106 ni la de p110y
parecen afectan de manera importante la respuesta citolitica de las células NK [104]. Sin
embargo, se ha demostrado que las células que carecen de p1106 son incapaces de eliminar

ciertas células tumoral [105].

Con la finalidad de evaluar el papal de PI3K durante la activacion de las células NK,
cuando se involucra el entrecruzamiento de SLAMF7, el siguiente objetivo fue inhibir la
actividad enzimatica de PI3K. Similar a trabajos ya publicados, nuestros resultados también
mostraron que la capacidad citotoxica de las células NK se redujo de manera general, no
obstante, cuando se involucraron las sefiales a través de SLAMF7 durante esta via de
activacion, se logro rescatar de manera significativa la capacidad citolitica y de degranulacion
de las células NK con respecto a la condicion donde no se involucré el entrecruzamiento de
SLAMF7. Por un lado, estos resultados concuerdan con los trabajos ya publicados donde se
demuestra que la inhibicion de PI3K reduce la capacidad citotoxica de las células NK. Por
otro lado, nuestros resultados muestran que aun inhibiendo a PI3K, SLAMF7 sigue
incrementando la capacidad citotoxica de las células NK. Por lo tanto, aunque la inhibicion
de PI3K impacto durante la activacion de las células NK, se sugiere que SLAMF7 incrementa
la capacidad citotoxica de las células NK a través de una via que puede ser independiente de
PI3K.

Diferentes trabajos han propuesto, por un lado, que cada uno de los receptores de
activacion en las células NK son capaz de regular eventos especificos, y por otro lado, que
una respuesta citotdxica eficiente inicamente es posible cuando se involucra la estimulacién
de al menos dos receptores de activacion distintos, en ese contexto, la funcién citotdxica de
estas células ocurre a través de eventos sinérgicos, donde un receptor de activacion o puede
regular adhesion o polarizacion o pueden regular degranulacion (pero al parecer, no todos los

eventos) [65], [68]. Por lo tanto, nuestros resultados también coinciden con esos
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antecedentes. En este trabajo analizamos el papel de SLAMF7 en las células NK humanas y
demostramos por primera vez como es que este receptor promueve su activacion.
Demostramos que el ligando natural de SLAMF7 incrementd la capacidad citotdxica de las
células NK a través de incidir especificamente en la degranulacion celular, asimismo,
también demostramos que este efecto ocurrio a través de una via dependiente de PLC-y, y
con menor impacto de PI3K. Adicionalmente, también se encontr6 que SLAMF7 no impacto
ni durante la adhesion ni durante la polarizacion celular. En conclusion, generamos evidencia
convincente donde se demuestra que SLAMF7 es un receptor de activacion que incrementa
la sintesis de citocinas y la capacidad citolitica en células NK humanas. Considerablemente,
SLAMF7 se expresa de manera abundante en diferentes patologias de origen
hematopoyético, por lo que nuestros resultados podrian contribuir ain mas a la generacion
de nuevas estrategias terapéuticas para el control de ciertas enfermedades como el mieloma

multiple, linfomas o leucemias.
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Resumen Grafico
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Figura 22. Modelo hipotético a través del cual SLAMF7 regula la capacidad citotéxica de las células
NK humanas. La funcién citotdxica de las células NK se regula a través de un balance de sefiales entre
receptores de inhibicion y receptores de activacion presentes en la membrana celular externa de las células
NK. Cunado las sefiales de activacién dominan, con respecto a las sefiales de inhibicién, se promueve la
funcion citotoxica de las células NK. En este trabajo demostramos que cuando se involucra el
entrecruzamiento de SLAMF7 durante la activacion de las células NK, se promueve una mayor capacidad
citotoxica en las células NK a través de incidir especificamente en la degranulacién celular, ademas, este
efecto resultd ser dependiente de la proteina PLC-y.
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Perspectivas

Futuros trabajos deberian enfocarse en determinar el papel de EAT-2 y la importancia de su
tirosina localizada en la posicion 127 durante la via de activacion de SLAMF7 en células NK
humanas. Ademas, evaluar el impacto de la tirosina 284 y de la tirosina 304 del dominio
citoplasmatico de SLAMF7 permitiria elucidar el mecanismo molecular de este receptor en

células NK humanas.

Por otro lado, resulta esencial evaluar el papel de SLAMF7 en células humanas que no
expresan EAT-2, en especial en los linfocitos T citotoxicos, por lo que implementar un
modelo celular bajo este escenario permitira desarrollar nuevo conocimiento acerca del papel

que cumple SLAMF7 en células citotdxicas humanas que carecen de la presencia de EAT-2.
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Introduction

MK cells play an impostant role in normal immunity by reoog-
nizing and eliminating cells undergping infection o malignant
transformation. In addition, MK cells are able to influence
the functivn of other immune cells by secreting inflammatory
cytokines such as IFN-y and THF-a. As a consequence of these
twa effsctor functions, NE cells are crudal for both, immune
surveillance and immune regulation [1]. In contrast to T or B
cells, where the antigen receptor guides activation, NE cells do
not have a single receptor able to mediate all effector Functions by
itself. Instead, NE cells display an armay of cell surface receptors
which must cooperate synergistically in arder to efficiently acti-
vate MK cell effector functions [2]. An exception to this scenario
is CD1E, the low-affinity receptor for IgG, for which ligation is
sufficient to promate antibody-dependent cellular oyptotoodcity

ME cells deliver their cptotoxic and regulatory elements
through a series of coardinated events which are regulated by dif-
ferent receptors and signaling proveins [2,3]. Cell adbesion plays
a central role by allowing NE cells to secure stable contacts with
target cells, leading to further cellular svents. In resting NK cells,
signals resulting from LEA-1 engagement by IACM-1 are sufficient
to mediate MK cell adhesion [4]. In addition to LFA-1, the coli-
gation of (D16 and 204 has alse been shown to provide signals
that regulate MK cell adhesion. In contrast, independent ligation
of (16 or ZB4 does not induce ME cell adhesion [4, [5]. This
adhesion step is followsd by a stepwise movement of lytic gran-
ules to the micotubule-ceganizing center (MTOC), which then
guides lytic granules towards the contact site of the target cell
[6-8]. The highly organized movement of htic gramules along
cytoskeleton elements has besn desoibed as granule polariza-
tion. Once lytic granules have been positioned beneath the plasma
membrane, their content is released into a well defined secretory
cleft formed at the interface with the target cell, a cellular event
defined as degranulation ar exocytosis of lytic granules [9]. Bath,
ferent systems of recepiors-ligand pairs [2]. In resting NE cells,
the single ligation of LFA-1 by IACM-1 has been also shown o
provide signals that direct lytic granule polarization [4]. In addi-
tion, concomitant signals provided by CD16 and 284 were also
ahle to prompt lytic granule polarization in primary NK cells [3].
A role for CD28 in mediating MTOC and Iytic granule polarization
has been also described in a NE cell line [10]. In contrast, to adhe-
sion and gramule palarization, LFA-1 does not hawe any impact an
ME cell degramulation. Instead, the ligation of CINE seems to be
enough to promate ME cell degranolation [4]. As for NE cell adhe-
sion, 284 and NEGZD may cooperate synergistically to sustain ME
cell degranulation. A conclusion from all these studies is that no
single receptor is sufficient to sustain all s=ries of cellular events
required to fulfifl NK cell activation. NE cell activation is rather the
result of coordinated participation of multiple receptors, where a
particular recepioe influences ooly some of the multiple discrete
events that are necessary to achieve an efficient NE cell- mediated
cytodomicity:

& HZ1 Wiley-VCH GmbH

Innate imrmardty

Among receptors to play an essential role in regulating NE
cell activation, there are those grouped in the signaling hmpho-
cyte activation molecule [SLAM) family of receptors [11, 12].
This family belongs to the Ig superdfamily and is composed by 7
members named SLAM {SLAMF1, CDUS0), CO4E (SLAMFZ), Ly9
[ELAMF3, CDZ209), IB4 (SLAMP4, CD244), (DE4 (SLAMFS),
NTEA [SLAMFE, CD35Z), or SLAMFT (CRACC, CD3A19). Apart
from 2B4, which recognizes CDM8 as a ligand, all members of
this family are selflizands and participate in the context of het-
erptypic o homoiypic cell-tocell interactions. All members of
the SLAM family harbor in their cytoplasmic domain at least
ane tyrosine-based motif mamed Immunoreceptor Tyrosine-based
Switch Motif {ITSM). This motf plays an essential role in deter-
mining the sigrals that are delivered downstream of the cytoplas-
mic tail of SLAM receptors [11]. Following tyrosine phosphaory-
lation by Src family knmses, the tyresine residoes within TTSM
matifs act as docking sites for members of the SLAM-associated
protein (SAF) lamily and other SH2 domain-containing signaling
proteins [13, 14]. Complementary mechanisms have been pro-
posed to explain how SAF family adaptors regulate cell sgnal-
ing through SLAM family receptoos. The binding of SAP adaptors
io the ITEM domains, lomted within the cytoplasmic domain of
SLAM receptors, has been shown to sterically interfere with the
hinding of 5H2 domain-containing phosphatases including SHP-1
and SHIP1 [15, 16]. In addition to this rale as a natural block-
ing protein, SAP is able to associate with Fyn, promoting tyro-
sine phosphorylation events downstream 51LAM receptors [17-
20]. Thess S1AM receptor-mediated signaling mechanisms have
been shown to play a central role in the regulation of T hymphe-
cytes and MK cell functions. In NE cells, engagement of S1LAM
receptnes results in NE cell activation leading to enhanced nat-
ural cyiotoxicity and cyiokine secretion [31-25]. Further studies
have shown that thess effects were partly dependent on regulat-
ing inside-out signaling through LFA-1 or by enhancing granule
polarization [23, 26].

From all members of the SLAM fmily, SLAMFT is the only
receptor that is oot suitable for SAP binding [22, 27]. Instead,
SLAMF7 is ahle to bind Ewings s sarcoma-associated transcript 2
{EAT-Z) through an ITEM-like domain located in the cptoplasmic
domain [22, 28]. In mowse NE cells, S1AMFT ha been shown
to influence NE cell function by either activating ar inhibiting
NE cell mediated cytotoxcity [22]. The dual role of SLAMFT
in NE cells is determined by the presence or absence of EAT-2.
When EAT-2 is expressed in NE cells, SLAMFT is able to pro-
mite activating signals whereas, in the absence of the adaptor,
and imhibitory signals depend on two different pyrosine residues
located in the cytoplasmic domain of SLAMEF?. In human ME
cells, SLAMFT prompotes NE-mediated cptotaxicity in reverse
ADCE assays [27, 28]. Antibody-dependent SLAMFT crosslinking
resulted in an association of SLAMFT with EAT.2, which favored
SLAMFT brosine phospharylation, an event that was partially
reduced by Src-inhibitors. In addition, the association between
SLAMFT and EAT-2 ale promoted tyrosine phosphorylation of
PLC-y and PI3K, two major regulators of MK cell activation. The
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studies suggest that EAT-2 plays an essential role in mediating
SLAMFT7-dependent signaling. The critical rale of EAT-2 allow-
ing SLAMF7 downstream signaling., was confirmed in homan
MK cells from patients lacking SAF bt not EAT-2 expression,
where the enhanced SLAMFT -mediated NE cell cytotonicity was
preserved [27]. Morsover, SIAMEPT expression in the homan
epithelial call 255T, also led to enhanced SLAMT7 medisted cyio-
tomicity [25]. All these studies have demonstrated that SLAMEFT
is a receptor that regulates NE cell activation. Despite thess
noitorious findings, it is not dear what are the molecular and
cellular mechanisms by which SLAMF? influences NE effector
functions.

In this work, we present evidence that physiclogical liga-
tion of SLAMF7 in human MK cells enhances the lysis of target
cells expressing SLAMEFT. This efect was mostly dependent an
the ability of SLAMF7 to promote NK cell degranulation rather
than cytotoxic granule polarization or cell adbesion. Morsover,
the SLAMF7-promated NE cell degranulation was predominantty
dependent on PLC-y when compared to PI3E. These data provide
nowel information on the cellular mechanism by which SLAMF7
regulates human ME cell activation. Finally, this stody also sup-
ports a madel for NK cell activation where activating receptors
contribute by regulating discrete cellular events rather than global

cellular processes.

Results

SLAMFT expression in human NE cells is regulated by
different cytokines

SLAMFT is expressed in both, human and mowse resting NK cells,
however littls is known on how SLAMFT expression is regulated
in response to different stimuli. Cptokines have been shown o
affect NE cell activation by either enhancing ar inhibiting NE cell
effector functions. Therefore, we evaluated SLAMFT expression
in resting human ME cells treated with different cytokines that
influence MK cell activation. As shown in Supporting Information
Fig. 1A and C, resting NE cells expressed SLAMFT at basal lev-
els [abowt 30%0). After 2 days of stimulation with IL-2 or IL-12
plus [L-15, a signifiant incease in the percentage of NK cells
expressing SLAMFT was observed (55% and 88%, respectively).
In contrast, oo significant difference was obssrved in the per-
centage of MK cells expressing SLAMFT when cells were treated
with IFN-g (13%) or TGF-§ (7%). The percentage of NK cells
expressing SLAMFT after 5 days of treatment with cptokines was
similar compared to that observed after 2 days {Sopplementary
Fig. 1B and C}. In addition, an upregulation in the expression of
SLAMEFT was chserved in response to I1-2 and 11-12 plus 11-15,
bust not in response to IFNf noe TGRS | Supparting Information
Fig. 1 AC). Although, an incease in the SLAM expression was
observed after 2 and 5 days of stimulation, only significant differ-
ences were observed at 48 hrs. These dat suggest that SLAMFT
expression s influenced by cytokines that regulate NE cell
activation.

& 071 Wiley-VCH GmbH
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SLAMEFT ligation in NE cells promotes lysis of target
cells expressing SLAMFE7

In mouss NE cells, ectopic expression of SLAMET in sensitive
target cells enhanced bysis by 1L-2-activated ME cells [21, 22]. In
addition, expression of SLAMFT in BaF3 or in the human cell line
studies were performed osing 11-2 expanded human NE cells or
MHC class-] negative target cells (2937 cells). In arder to use
target cells distinct from those used in previows studies, we ana-
byzed the expressicn of SLAMFT in warious hematopaietic human
cells susceptible to be lysed by human MK cells (Supparting Infar-
mation Fig. 2). Since all tested cells were positive for SLAMET
expression, we evaluated the SLAMFY expression in human
non-hematopoistic cells. As expected, expression of SLAMFT or
other members of the SLAM family was not detectsd in varioms
af these cells [data not shown). From all non-hematopoietic
cells tested, Hela cells have been shown to hcmplﬁhtu
houman ME cell lysis, and unlike 203T cells, they express MHC
clms | molecules [29]. Therefore, based on the lack of SLAMFT
expression and positivity for MHC class | molecules, we chose
Hela cells as targets to evaluate NE call effectar functions. The
ahsence of SLAMFT expression in Hela cells was confirmed by
PR analysis [Suppaorting Infoemation Fig. 3A). We transduced
Hezla cells with retrovines encoding GFP alone or in combination
with human SLAMFT [ Supporting Information Fig. 3B). As scurce
af effector cells, we used primary NE cells kom peripheral blood
and the SLAMFT-positive human KK cell line NEK-82_ A= shown in
Fig. 1A, expression of SLAMFT on Hela cells enhanced cptolytic
activity of primary ME cells and NE92 cells. Moreover, we
observed that SLAMFT expression in Hela cells als upregulated
the THF-az and [FM-y prodoction in 1L-2-treated primary MK
cells, but not in primary resting MK cells {Fig. 18). Finallg a
significant increase in the prodoction of THF-a was also observed
in the WE cell line NE-82 wpon SLAMFT self ligation (Supporting
Information Fig. 4). Therefore, as in mowse NE cells, SLAMET
selfligation led to enhance human ME cell-medinted effecor
functions.

SLAMFT does not regulate ME cell adhesion

In order to achieve afector functions toward sensitive target
cells, a series of stepwise disocete events must oooar in NE cells
[30]. Swch cellular events encompass cell adhesion, granule
polarization, degramulation, ar lytic granule exocposis [9, 30,
311. In order to determine the cellular mechanism by which
ELAMET enhances N cell u:ﬁwﬁnmmaﬂaﬂ.ﬂm&upn:tnf
SLAMFT an regulating NE cell adhesion to Hela cells expressing
ar oot SLAMFT. Thus, we compared the ability of MK cells to form
cells conjugates with Hela cells expressing or lacking SLAMEFT
expression. As shown in Fig. 2A, the percentage of NE cells
forming conjugates with Hela cells lacking SLAMFT expression
inceased over time reaching a maximum walee at 30 min. Mo
significant differences were found in the ability of NE cells
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Figurn 1. Selif ligation of SLAMFT enhances tha effector functioas of human NE colls. (&) & flow cytomatry-based assay was used to assess tho
MK cll-madiated cytotoxddty in humean KK calls. Primary human NE cells or the buman MK cell line WE-32 jaffectors) wane incubatad with Hela
ELAMFY. (shown in red) or Hala SLAMET s (shown in blua) calls at the indicated efector-to-target mtios for 4 h at 37°C Deta are represantad
as percentzges of spedic lysis. A represantative experiment using primary NE calls ar MK-52 calls ane showmn. Data from multbiple axpariments
are dapicted for primary MK calls from differont healthy donars and for #0C-92 cells. Moan walues with arror bars and =D of four independant
experimants for primary MK cells and NK-52 cells ara shown. [B) Primany [L-2-beated WE calls wers stimulated with Hela cells axprassing (+] or
lacking (-] SLAMF?, ata 1-1 retio. [FM.-y and THF-o production was evalmsted by intracellular stzining. In adidition, MK cells wera stimulabed with PM&
plus ionomycin as positiva control for tha production of cytokdnes. Mazn values with error bars and 50 of at last thres independant arpariments

are shown. All statistics wane loalated using tha unpaired Student’s t-test (two-tzilad).

to form comjugates with Hela cells expressing SLAMFT when
compared with Hela cells lacking SLAMF expression (Fig. 24
and B). These data show that SLAMF7 doss not significatively
affert MK cell adhesion as a2 mechanism to enhance WK cefl

activation.

SLAMFT does not promaote hytic granule polarization in
human MK cells

Once MK cells adhere to targets cells, o series of subsequent cellu-
lar events, including directed secretion of lytic granules and their
releass onto vicinity with target cells, are required to achieve an
efficient MK cell-mediated lysis. In ME cells, the polasization of
lytic granules along MTOC and other cytoskeleton elements, is
dependent on the p2 integrin LFA-1 ligation by 1CAM-1 expressed
on target cells [4, 32]. A rale for 2B4 and (D16 has also been
noticed in regulate lytic granule polarization in NK cells suggest-
ing that other recepiors besides LFA-1 can influence lytic gran-
ule polarization [3, 26]. In light of these findings, we dedded m
assess lytic granule polarization by wisualizing MTOC and perforin
distribution in the oytosal of NE cells that have formed conjugates
with Hela cells sxpressing or not SLAMFT. Thess assays wers con-
ducted in NE-92 cells on the hasis that they are more homoge-

& 2021 Wiley-VCH GmbH

neows and adequate to analyze by confocl microscopy. To prop-
erly identify effector cells, WE-92 were stained with an orange cell
tracker whereas the target cells were identifisd by GFP expres
sion. In addition, cells were labeled with anti-perforin and anti-
tubulin antibodies for detection of cptotoxic granules and MTOC
respectively In some experiments, cells were additionally stained
with phalloédin o highlight polymerized actin. The distribution of
MTOC and lytic cpiotoxic granoles were evaluated at time 0 and
20 min in single-cell conjugates betwesn effector and target cells.
Az shown in Fig. 34 and B, around 708 of KE-92 cells polarized
their cytoboxic granules toward the contact ste with Hela cells
lacking SLAMF7 expression at 20 min of stimulation when com-
pared with time 0. When we measured the percentage of NE-52
cells that polarized perforin-containing granules toward contact
site with Hela cells expressing SLAMF?, no significant differences
were found compared to Hela cells with no SLAMFT expression
[Fig. 34 and B). The data suggest that SLAMFT does not affect the
percentage of NE cells that polarize Iytic granules towards sensi-
tive target cells. We also analyzed the number of bytic gramles
that polarized to contact sites with target cells by measuring the
flucrescence intensity of perforin in an area just beneath the mem-
brane juxtaposition between effectar and target cells. Our analysis
revealed that no significnt differences were found in the fuores
cence intensity for perforin in those conjugates between NE cells
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Etudant’s t-test [reno-tailed)

with target cells expressing or not SLAMFT (Fig. 3C). All these
data together suggest that SLAMFT has no inddence in affecting
lytic granule polarization in human NE cells.

SLAMFT enhances MK cell degranulation

One of the kst events required to allow effident lysis of tar-
get cells is the fmion of cytotoxic granuoles with the oytoplasmic
membrane, a process also known as degranulation. This event is
necessary to relesse the cytotoxic granule content into the inter-
face that is formed betwesn the NK c=ll and its target. In resting
MK cells, this disocete step s mediated by o strict complementa-
tion of signals emanating from various activating receptors [3, 4,
33]. To ascertain whether SLAMFT engagement is able to inflo-
ence the fusion of cytotoxic granules with the cellular membrane,
appearance of CD107a as previously described [34]. NK-52 and
primary ME cells were incubated with Hela cells expressing or not
SLAMFT in a three hours degranulation assay. As shown in Fig. 44,

& 2071 Wiley-VCH GmbH

cyiomebry. A represan
with arror bars and 5D of 2t lazst threa independant experimants ara shown. All skzhistics were caloula

udank rimiants is shown.

=tiva axpardment af threo i
using the unpairad

incubation of NE-92 cells with Hela cells lacking SLAMF7 expres-
sion induced a slight increass in the percentages of NE cells that
upregulated CI¥07a at the cell surface (armond 3%) compared to
KE-92 czlls alone (less than 13%). Interestingly, the expression of
SLAMF7 on Hela cells induced a dramatic increase {maore than
fiwe-fold induction) in the percentage of NK cells with CD107a at
the call surface (around 350:). When the results were expressed as
fold-indwction, there was a clear statistically significant difference
[Fig. 48). When 11-Z-activated MK czlls were used as effector cells,
similar results were obiained {Fig. 48-C). These results show that
SLAMF7 s=li-ligation is able to promaote a strong NE czll degranu-
lation and may represent the major cellular mechanism by which
SLAMF7 enhances ME cell effector functions.

SLAMF7-mediated MK cell degranulation depends
predominantly on FLC-y

With the exception of CD16E, none activating receptor is abls to
sistain ME cell degramulation by isalf [3]. Insb=ad, the simuola-

wwwLsji-joumalen
85



Eur. J. lmamouncl. 2022, 52: £2-74

A BRIGHTFIELD

ME=32

Hela SLANMFT

Hala SLAMFT®

FERFORIM

Innate immunity

M2
FERFORINM

TUBLLIN

Hela GFP MERGE

20 min

20 min

5 & c e
' B Sala SLAMET- - — @ NH-82 vs Hela SLAMET
— 00e  ——f . g y
3 7 EHola SLAMFT & ¥ NK-G2 vs HeLa SLAMFT
i
:E LT 825 60 ¥
E o E i ® 4
B 2 0
e -
= Al = &
: =
g 204 E < 20
: 5
N+
18
i n- -
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with GFP-positive Hala ELAMFY or Hela SLAMFT " cells for 20 min. Then cells were stained with ant-tubulin and ant-perforin. Conjugates wemn
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for each o=ll comdition. The thick Enes and bars represent tha standard deviations and mean respectively. All dat are epresentztive of at loast
thres indapandient exparimants. All statistics were mloulzted wing the unpaired Shadant’s t-test (ao-tailed).

neous engagement of at beast two different activating receptors
is necessary for NK cells to degranulate. The underlying mech-
anisms for such requirement can be explained on the basis that
each receptor provides a unique signaling module that converge
inio a critical signaling element which may be necessary to reach
certain activation threshold [33]. Based on this idea, PLCy2 and
PI3K have emerged as two key signaling proteins that are required
to sustain NE cell degranulation [31]. To ascertain whether these
rwo signaling pathways were imvolved in the SLAM7T.mediated
degranulation in human NE czlls, we used the well-characterized
inhibitoes UF3122 and [¥204002 to abolish PLCy and PISK
activities, respectively. Therefore, NE92 cells were incubated with
Hela cells expressing or not SLAMEF7 in the absence or presence
of each s=lective pharmacological inhibitor, and its impact on the
specific lysis of target cells or appearance of CD107a on the NE
cell surface was tested. A= shown in Pig. 5A, and = shown in
Fig. 1, the expression of SLAMFT on Hela cells enhanced the HE
cell-mediated bysis compared to that induced by Hela cells ladking
SLAMFT axpresion. The pressnce of the PLC v inhibitor abolished
completely the specific lysis of both Hela and Hela expressing
SLAMEFT to or under basal levels. In contrast to the =fect of the

& 21 Wiley-V'CH GmbH

PLC-y inhibitar, the presence of the PIIK inhibitor also diminished
the lysis of Hela lacking SLAMFT expression; however, the hysis of
HezLa cells expressing SLAMFT was reduced partially Interestingly,
the difference observed for the killing of Hela cells expressing
SLAMFT compared to Hela cells ladking SLAMFT expression was
preserved in the presence of the PI3K mhibitor but not in the
presence af FLCy. These data suggest that the PLC-y may play
a more prominent role than PIE3E in the SLAMF7-mediabed NE
cell ephanced cytotoxicity In order o evaluate whether PLC
also is essential to mediate SLAMF7-mediabed degranulation in
human NE cells, we determined the impact of the PLCy and PISK
inhibitors on ME cell degranulation in responss to Hela cells
expressing of not SLAMFT. As shown Fig. 5B, SLAMFT expression
an Hela cells induced a sirong increase in the perocentage of
NE cells expressing CD107a at the cell surface. The presence
af the PLC-y inhibitor abolished the SLAMFT-mediated NE cell
degranulation to basal lewels (Fig. 5B). In contrast, the PISK
inhibitor did not impact significantly on the NE cell degranulation
promoted by SLAMFT s=lf ligation (Fig. 5B). These data demon-
strate that FLC-y is sufficient to mediate SLAMF7-dependent NE
cell degranulation and in consequence NE cell-mediated hyss.
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Discussion

Unliks T and B lymphocyies, where the antigen receptors guide
activation, MK cells express an armay af cell surface receptors that,
upan ligation, provide signals that lead to activation of NE cells
[35]. Under this scenavio, it is essential to understand the spe-
cific contribution of the multiple recepiors that influence NE cell
activation. Studies based on the wse of insect cells as target cells
expressing specific ligands for variows activating receptors have
shed some dues on this important issue. According to these stud-
ie=, no single receptor is sufficient o sustain all series of svents
encompassed during MK cell activation. Instead, activating recep-
tors impact on WE cell activation by affecting only some of the
warious discrete events that are necessary to folfill NE cell acti-
wation [3, 8, 36]. However, ooly some activating recepiors wers
tested in these stodies remaining incondusive whether all activat-
ing receptors fit under this model of NE cell activation.

Among receptors o play an important mole as regulators of
natural ME cell-mediated cytotoxicity are those grouped in the
SLAM family [37-40]. These recepiors have been shown to be
essential to guide KK cell bysis towards hematopoistic cells, in part
as a consequence aof their expression restricted to the hematopoi-
etic compartment [21, 22]. However, ectopic expression of SLAM
family members in non-hematopoietic target cells, hon them
highly susceptible to MK cell mediated bysis. All activating func-
tions attributed to all members of the S1.AM family are dependent
on the recuitment of members of SAP family of adapters [13].
Inde=d, by means of different mechanisms, both SAP and EAT-
2 are able to wigger activating signals downstr=am SLAM fam-
ily recepicas [37, 41]. Among SLAM family receptors, SLAMFT

& 071 Wiley-VCH GmbH

is the only receptor able to recroit EAT-2 but not SAE whereas
the other members can recruit both, SAP and EAT.2. Studies in
mause models have demonstrated that SLAMFT expression on tar-
amism dependent aon EAT-2 [22]. Moreover, in the absence of EAT-
2, signals delivered by SLAMFT turn out to be mhibitory rather
than activating. Interestingly, both, activating and mhibitory func-
tions were regulated by independent fyrosine residees [22]. In
human NE cells, SLAMF7 also has activating functions and as in
maouse NE cells, this activating role ssems to be dependent on
EAT-2 recruitment [25, 28]. Despite these activating attributes
af SLAMFT in both, moose and human NE cells, no muwch =
known about the modes of adtion by which SLAMFT favors NE
cell mediated cytotoxicity

To ascertain the mechanism by which SLAMFPT regulates NE
cell activation, we first analyzed the sxpression of SLAMF7 in rest-
ing primary MK cells that were treated with cytokines that influ-
ence MK cell effedtor functions. Our resulis showed that SLAMET
expression was tightly regulated by 10L-2, [L-12, and [L-15, but
no efect was observed for type 1 IFN and TGFf. The fac that
SLAMF7 was upregulated in response to [L-2 and IL-15 treatment
suggest that by tuning SLAMFT expression, cpiokines may influ-
WE cells, we noticed that among SLAM receptors expresssd in MK
cells, the ooe observed for SLAMET was highly variable among
healthy individuals compared to that observed for other S1AM
family members {data oot shown), the reason for this remains to
be determined.

Previows stisdies have shown that in both, mouse and human
N cells, the physiclogical ligation of SLAMFT resulted in
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call mbo of 10:1 mqmiﬂmmrm?muhtl =Il:r.lill.rnn:l @mmﬂmﬂnﬁmﬁmﬂmmm
conjugated ant-C0SE and anb-C0107a enbbodiss. MK cells ware gabed away from target cells based on GFF expression. Profiles show CD56 warss
COM07a as ndicated. Dotz are mpresentztiva of at lazst three indapandent cxpariments. On the right, data ara as tha fold inooass of
MK cells expressing CD107a at mll surface. Ermor bars represent tha standamd deviations. Combinad data of thres indepandent axparimants. The
statistics wora calculatad using the unpaired Student’s t-tast [reo-tailed).

enbhanced WK -mediated cytoticity [21, 22 29]. Howeves,
these studies were based on the wse of [L-2-activated NK cells
or using MHC-class | negative cells. In consequence, we wused
a modsl where no other S1AM recepior was expressed and
unlike previows studies, target cell was positive for MHC class 1
expression. The we of Hela cells turmed o mest both features.
Our results showed that in contrast to Hela cells lacking SLAMF7
expression, Hela cells expressing SLAMFT wers more susceptible
to NE cell-mediated hysis, corroborating that homophilic SLAMET
interactions resulted in an enhanced NE cell activation. These
results were ohserved for resting NE cells and for the human NE
cell line NE-52, the latter expressing higher levels of SLAMF7. In
addition to NK cell-mediated cytotoxicity, SLAME7 expressian in
Hela cells also resulted in an enhanced 1FN-y and THF-z produwc
tion by primary IL-Z-activated NE cells when compared to Hela
cells lacking SLAMEFT expression. We were also able to chserve
a significant increase in the THE.a production in NE-92 cells. In
coniTast, no cptokine ssoetion was observed in primary resting
ME cells in response to Hela cells expressing SLAMFT. This can
be explained by the relative low expression of SLAMFT in resting
MK cells compared o IL-Ztreated MK cells oo HE-32 cells. Ohar
data showed that SLAMF7 self lization enhanced NE cell effector
functions. Moreower, these findings were chserved in target cells
expressing MHC class | molecules, suggesting that activating
signals deliversd a= a consequence of SLAMFT self-ligation were
dominant over putative inhibitary signals mediated by ligation of
receptors for MHC dlass | molecales,

& 21 Wiley-VIH GmbH

In order to ascertain the mechanisms by which SLAMFT
enhanced ME cell effector functions, we assessed the impact of
SLAMFT ligation on discrete cellular events previously described
[, 33]. A first approach was o evaluate the mobe of SLAMFT in NE
cell adhesion. Dy resulis, based on assays aimed to messure the
ability of MK cell to form cell conjugates with Hela cells express
ing ar not SLAMFY, demonstrated that SLAMFT did not regulate
cel] adhesion in human KE cells. Previous studies have shown that
284, a SLAM family member, is able to enhance MK cell adhesion
[33, 42]. This =ffect may be explained by enhancing the affinity
af LFA-1 for HCAM-1 by wsing a mechanism dependent on S4B
Consistznt with thess Endings, SAP-deficient cytotaxic T cells and
CD4* T cells exhibited an impaired adhesion to B cells [43, 44]
suggesting that while recuiting SAE SLAM receptors may regu-
late cell adhesion among immune cells. Our resules showed that
SLAMFY did not affect NK cell adhesion and this may be explained
by the inability of this receptor to recuit SAP Moreover, our data
alzo suggest a non-redundant role for all SLAM recepeoes.

As cell adhesion, the movement of lytic granule along other
cytoskelston and signaling ele=ments is determinant for NE czlls to
achizve eficient delivery of lytic granoles content toward target
cells. The analysis of confocal micresmopy studies indicates that
SLAMFT did nat significantly enhance the percentage of NE cells
that polarized bytic granules toward interface with targets cells,
irrespectively of whether mrget cells expressed oo not SLAMEPT.
Moreover, we did not find a significant difference in the median
flucrescence intensity for perforin in the contact area between NE
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cells and target cells, suggesting that SLAMFT self lization does
oot influence the number of lytic granules that reach the immuono-
logical synapse. Unlike SAR which regulates cell adhesion, EAT-2
has besn shown to promote granole lytic polaration toward HE
cell immunological synapss [26]. Since SLAMFT is able to bind
EAT-Z in both mowse and buman NE c=lls [22, 28], i was surpris-
ing that SLAMF7T did not affect cytotoxic granule palarization. A
possible explanation for this is that the recroitment of EAT-Z to
different S1LAM family members does not necessarily imply that
the same signaling pathways downstream EAT-Z will be triggene=d.
A mare detailed analysis on the mechanisms by which the recruit-
ment of EAT-2 by different SLAM family receptors may or may not
result in different cellular cutromes mesds to be further explosed.

In contrast ta ME cell adhesion and NE cefl htic granule polar.
ization, SLAMFT significantly enhanced MK cell exocytosis of hytic
gramules and this was observed for both, primany ME cells and MNE-
02 cells. Our data were chserved 1ming Hela cells, which do not
express any member of the SLAM family. This, owr data cleardy
showed that this enhanced NE cell degramulation was the result
of SLAMFT engagement by SLAMFT expressed in the target calls
and not as a consequence of the ligation of another SLAM family
member. Moreover, owur data support a model for NE cell activa-
tion where activating recepiors influsnce discrete cellular svents

In arder to ascertain the mechanisms by which SLAMF7
enhances KK cell degranulation, we followed an approach based
in the wse of selective pharmacalogical inhibitars of signaling
proteins. Our data showed the inhibition of PLCy with the
selective inhibitor U73122 abrogated the SLAMF7.dependent NK
cell degranulation. In contrast, the use of L¥Z94002, a selec
tive inhibitor for PI3K, decreased the overall NE cell mediated
lysis and partially affected the enhanced SLAMFT -mediats=d MK
cell degranulation. Thus, our resolts suggest that the SLAMFT-
promated ME cell degranulation depends oo PLC-y and to a
le=mser extent on PISK. Our datn were in line with stodies in MK
cells from FLC-42 defident mice, where lytic granule polarization
toward sensitive target cells was normal bt degranulation was
toially abolished [45]. Morsover, PLCy was also necessary o sus-
tain NE cell degranulation induced by both IAM-dependent and
IMAM-independent pathways [2]. FISK has been also shown o
have a predominant mle in NE cell adivation. The wse of phar-
macological inhibitors for PISK, including LY294002 and Wart-
mannin, abolished the movement of perforin and graneyme B
towards target cells and suppressed ME cell-mediated lyss of tar-
get cells [45]. In addition, PI3K was also responsible to mediate
activation of the Racl-MEK-ERE pathway, which is required for
actin recrganization and cellular polarization [47]. Further stud-
ie= based on knocking down pBSe expression in the NE cell line
YTE, showed that PI3K vas required for bytic granule polarization
to the immunalogical synapse [48]. NE cells from PI3EE deficient
mice displayed an impaired NE call function towards tumaor cell
lines induding lytic granule exocytosis [49, 50], whereas the uss
of pan-PI3K inhibitors showed that, PI3K is necessary for a normal
M cell function, s=lective inhibition of different =ofoems of PIRK
did not significatively affect their function [51], suggesting that
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the genstic loss of PI3K may result in an aboormal NE cell devel-
opment which is not appreciated when PI3E is inhibited in mature
NE czll lines [52, 53]. Therefore, the definitive rale of the differ.
ent isoforms for PI3K NE cell development and function needs to
be explored in maore detail,

All these Fndings may have impartant implications in the cupa-
hility of ME cells io control hematopoietic malignancies. SLAMET
is abundantly expressed in multiple myeloma [54], chroaic lym-
phocytic leukemia [55], NE/T-cell lymphomas, and Lage gram-
lar lymphooyte leukemia [56]. Therefore, the recognition of these
malignancies in a SLAMF7-dependent manmer may provide NE
cells with signals that are necessary to organize efficently the
killing machinery Whether an aberrant expression of SLAMEFT
in MK cells results in an inefficient killing of such hematalagical
malignancies needs to be determined. In condusion, we provide
new evidence that physiclogical ligation of SLAMFT enhanced
effectar functions in human ME cells by influencing degranulation
and cytokine sscretion rather than cell adbesion or btic granule
polarization. Morecwer, cur resulis suggest a non-redundant role
for SLAMFT among SLAM family recsptors.

Materials and Methods
Isolation of human primary NE cells and cell culture

Human peripheral blood monomudear cells devived from healthy
donors were isalated by density gradisnt centrifugation (Fieoll-
Hypaque, GE Healthcare Life Sciences). Then, human isalated
M cells were obtained by negative selection wsing the MajoSart
Human NE Cell Isolation Kit (Biol=gend) according to the man-
ufacturer s instructions. Purity for solated CD564CD3 - NE cells
was = 20%. Human NE cells were cultured in Advanced BPMI-
1640 medium (Invitrogen Life Technologies) supplemented with
5 % [w') FRS (Byproducts), 100 U/ml penicillin, 0.1 mg/mL
sirepiomycin, L-glutamine, and 2-mercaptoethanal (Invitrogen
Life Technologies). The human NE czll line NE-92 were pur-
chased from ATCC and coltured in RPMIL 1640 7% (w'v) FBS,
T (w) horse serum [ATCC), 100 Ulfml penicillin, 0.1 mg/ml
strepiomycin, L-glummine, -mercaptoethanol, and 100 U/ml of
recombinant human 11-2 (PeproTech). Hela cells, a cervical can-
cer cell line, were used s target cells and were cultured in DMEM
(Adwanced) 5 % (w'v) FBS, 100 Usml penicillin, 0.1 mg/mlL
strepiomycin, and L-ghtamine.

First-strand cDMNA synthesis and PCR

First-strand cIHA was synthesized from 1 pg of total ANA using
alige(dT) primers and Superscipt I reverse transcriptase fol-
Iowing manufachurer s instruction (Invitrogen Life Technologies).
lINA samples were amplified with SIAMFT specific PCR primers
and Tag polymerase (Invitogen Life Technologies) in a DNA
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Thermocyder (Bichad). PCR for GAPDH mBEMA was performed

Antibodies for flow cytometry and reagents

The following human antibodies were med: PerCP/CyS.5-anti-
CDE19 (162.1], FITC-anG-C03 (OKT3), FE-antd-CD107a (H4A3),
APC.anti-CD56 [5.1H11), Pacfic Blee.anti-CD56 (5.1H11), and
Alexa Fluor-£47-anti THF-a2 (Mab11), all ffrom Biolegend; the
Alexa Floor- 4B anti-a Tobulina (DMIA), anb-Perforin (dela
G9), and Abexa Fluar-647goat anti-mouss IgG (H+L) were from
Life Technologies. Reagents wed were Brebcldin A (SIGMA),
pharbol 12-myvistate 13-acetate (PRMAY (SIGMA), and lonomycin
{SIGMAY. The PLCy inhibitor U73122 and the PI3X inhibitor
L¥294002 were purchased from Merck Millipore. All cytokines
ussd in this study were purchased from PrepoTech. Flow cybo-
metric analyses were conducted in accordance with the guidelines
used for immunological studies [57]. Gating strategy is dlustrated
in the Supporting Information (Supparting Information Fig. 5)-

Cytokine stimulation

For cytokine stimulation, peripheral blood mononuclear cells were
incubated with the following cytokines: 1L-2 (100 UL/ml), IFN-
B (10ng/ml), IL15 (SOng/ml) plus IL-12 (10ng/ml), or TGE§
[10ng/ml) and cultured at 37 "C for 48 or 120 h. Afterward, cells
were stained with FITC-anti-CD3, APC-anti-CIN56, and PE-anti-
SLAMFT antibodies. After staining, cells were washed and fixed
with 2% paraformaldebyds. All samples were acquired using a
8D FACSCalibur 11 (BD Biosciences) and analyzed by Flowda v10
saftware (Tree Star). SLAMFT expression was analyzed in the NE
cell population defined as CN3-COS6*.

HNE cell cytotoxicity assays

To assess natural cptotoxicity, primary ME cells or NK-52 cells
were incubated with target GFP-positive Hela cells expressing
or not SLAMF7 (Hela SLAMFT* or Hela SLAMFT ) in 96 well
plates for 4 b at 37°C at various efector/target ratios. After, cells
were harvested and stained for dead cells with LIVEDEAD fix-
able Violst Czll Stain Kit {lovitrogen] according to the manu-
facturer s instructions. Cells were then washed and fixed with
paraformaldebyde at 2 % Samples were acquired using a BD
FACSCaliner I (BT} Biosciences) and analyzed by Flowo v10soft-
ware (Tree Star). The percentage of spedfic lysis was calculated
according o the following formula: (experimental death-basal
death)/{maximum death-ba=sal deathl < 100 In some experi-
ments, NE-02 cells were pretreated with DMS0 [vehicle], the
pharmacological PLC -y inhibitar U73122 {25 uM), or the FI3K
inhibitor L¥204002 {25 pM) for 30 min at room t=mperature.
Then, cells were washed, resismpended in Fesh mediom, and incu-
bated with target cells as mentioned above.

& 071 Wiley-VCH GmbH
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Conjugate formation assays

NE-9Z cells were incubated for 30 min on fos with APC
conjugated CD56 monoclonal antibody. Then, cells were washed
and resuspended at 5 « 107 cells per mil and 100 pl of cell suspen.
sion was added to 100 pl of GFP-positive Hela cells expressing or
not SLAMEFT (2 = 10% cells per ml). Mixed cells were centrifuged
at 500 rpm 3 min (4 "C) to allow conjugate formation and then
stimulated by incubating them at 37°C for 0, 5, 10, or 20 min.
Reactions were stopped by adding ice-cald 0.5 % paraformalde-
hyde in PB5S. Samples wer= acquoired wsing a BD FACSCalibur
1 (BI} Binsdences) and comjugate focmation was analyzed by
Flowelo w10 software (Tres Star).

Confocal Microscopy and image analysis

GFP-positive Hela cells expressing or not SLAMFT were plated
(2 = 10° cells by welll onto poly-L-lysine-coated  chambered
cover glass (Lab-Tek) and incubated owemnight at 37C. Before
adding MK cells, ME-92 cells were stined with Cell Tracker
Orange CMAA (Molecular Probes) at 0.5 @M for 30 min at 37°C.
Then, cells were washed and resuspended in complete RPMI
medium and incubated oo ice for 30 min. Hela SLAMFT or
Hezla SLAMFT cells plated were washed and mixed with NE-52
cells Dranget (1 = 107 cells). After, co-caltures were incubated
an ice for 30 min to allow conjuegate formation. Cell mixtures
were incubated at 37 °C for 20 min. Cells were then fized with 1%
paraformaldebyde, washed two times, and permesbilized with
500 pL of cold methanol for 5 min on ios. Cells were stained with
primary anti-perforin antibody for 30 min on ice, then washed
and stained with an Alexa Fluor 647-conjugated secondary
antibody (dilation 1:5000 for additional 30 min cn ice. Cells were
washed, and fnally stained with FITCantic tubulin antibody.
Cells were fixed with 2% paraformaldebyde and examined at 60x
in a confocal Olympues FY100 inverted microscope. Several slices
were taken to amalyze polarization of perforin at the contact site
bebween effector and target cell. Polarization of perforin at the
area of contact between the NE-92 cells and target cells were
quantitated as the MFL At least 100 different conjugates were
analyzed for each cell type or condition. Microsoope images were
proceszed and analyzed uming Image] software [version v1.53i;
Naticnal Institutes of Health).

HNE cell degranulation and intracellular cytokine
staining

To assess MK cell degranulation, primary NE cells or NE-92 cells
were culbured along the same number of target cells (2 < 10%)
im 06 well plates, centrifisged at 500 rpm by 3 min to allow
conjugate formation and incubate them a 370 for 3 hrs. Cells
were harvested and stained for 30 min on ice with FITC anti-
CD3, APC-anti-CD56, and PE-anti-CD107a antibodies. Degranu-
lation was analyred by quantifying the percentage of MK cells
expressing CO107a* at the cell surface. In some experiments, NE-
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02 cells were pretreated with DMB0 (vehicle), the PLCy inhibitor
UF3122 (2.5 pM), or the PI3K inhibitor LYZ294002 (25 M) for
30 min at room temperature, Then, cells were washed and inoo-
bated with target cells = described above. To messure the pro-
duction of INF-y and THF-z, primary MK cells or NE-92 cells (2
« 107} were stimulated with Hela cells expressing or not SLAMF
{2 = 10°) at cme to ooe ratio in the pressnce of brefeldin A (5
pemll. After 6 h, cells were s@mined with FITC-anti-CD3 and
Pacific Blus-anti-CD56 antibodies for 30 min on ice and then
fimed with Cytofic/Cytoperm Buffer (BD Biosdences) according
to the manufacturer’s instroctions. Cells were stained with an
Alexa Fluor 488-anti-IFN-y antibody or Alexa Fluor 647 -anti-THF-
z antibody. After staining, cells were washed and fixed with 2%
paraformaldebyde. NE cells were defined as CD3-COS6*. In par-
allel, cells were also stimulated with PBMA (50 ng/ml) plus fono-
mycin (0.5 pgSmlL].

Constructs

The human SLAMFT encoding cOMA was cloned in the retroviral
vector pFB-GFE which also encodes for the GFE For expressing
SLAMEFT, Hela cells were infected using the supernatant from the
Phaenix packaging cells previously transfected with the pFB-GFP-
SLAMEFT wector and the vesicular stomatitis virus [WSV) G probein
plasmid pMD-G. Hela cells were also infected with retroviroses
encoding pFR-GFE After infection, GFP-positive cells were isolated
by cell sarting. Cell sarting was performed by u=ing o BI) FACSAria
Il (BD Binsciences).

Statistical analysis

Statistical analysis was performed w=sing unpaired Student s -
test [pwo-tadled). All statistics were calculated using Prisma 8.0.1
{GraphPad Software).
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