< ERSIAD NACIONAL AUTONOWA B e

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO
POSGRADO EN CIENCIAS BIOLOGICAS

INSTITUTO DE INVESTIGACIONES BIOMEDICAS

Senalizacion “inside-out” de CD13 a CR3
TESIS

QUE PARA OPTAR POR EL GRADO DE:
DOCTORA EN CIENCIAS

PRESENTA:
LAURA DIAZ ALVAREZ

TUTOR PRINCIPAL DE TESIS: DR. ENRIQUE ORTEGA SOTO
INSTITUTO DE INVESTIGACIONES BIOMEDICAS, UNAM
COMITE TUTOR: DRA. LAILA GUTIERREZ KOBEH
FACULTAD DE MEDICINA, UNAM
COMITE TUTOR: DRA. MARIA ISABEL SOTO CRUZ
FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES ZARAGOZA, UNAM

Ciudad Universitaria, CD. MX. abril 2024.



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.






< ERSIAD NACIONAL AUTONOWA B e

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO
POSGRADO EN CIENCIAS BIOLOGICAS

INSTITUTO DE INVESTIGACIONES BIOMEDICAS

Senalizacion “inside-out” de CD13 a CR3
TESIS

QUE PARA OPTAR POR EL GRADO DE:
DOCTORA EN CIENCIAS

PRESENTA:
LAURA DIAZ ALVAREZ

TUTOR PRINCIPAL DE TESIS: DR. ENRIQUE ORTEGA SOTO
INSTITUTO DE INVESTIGACIONES BIOMEDICAS, UNAM
COMITE TUTOR: DRA. LAILA GUTIERREZ KOBEH
FACULTAD DE MEDICINA, UNAM
COMITE TUTOR: DRA. MARIA ISABEL SOTO CRUZ
FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES ZARAGOZA, UNAM

Ciudad Universitaria, CD. MX. abril 2024



POSGRADO

CIENCIAS

®BI0LOGICAS ®

COORDINACION GENERAL DE ESTUDIOS DE POSGRADO
COORDINACION DEL POSGRADO EN CIENCIAS BIOLOGICAS
INSTITUTO DE INVESTIGACIONES BIOMEDICAS

OFICIO: CGEP/CPCB/IIBM/0221/2024

ASUNTO: Oficio de Jurado

M. en C. Ivonne Ramirez Wence
Directora General de Administracion Escolar, UNAM
Presente

Me pemito informar a usted que en la reunién ordinaria del Comité Académico del Posgrado en Ciencias
Bioldgicas, celebrada el dia 15 de enero de 2024 se aprobd el siguiente jurado para el examen de grado
de DOCTORA EN CIENCIAS de la estudiante DIAZ ALVAREZ LAURA con nimero de cuenta
302861518 con la tesis titulada “Senalizacion inside-out de CD13 a CR3”, realizada bajo la direccion
del DR. ENRIQUE ORTEGA SOTO, quedando integrado de la siguiente manera:

Presidenta: DRA. YVYONNE JANE ROSENSTEIN AZOULAY

Vocal: DRA. GLADIS DEL CARMEN FRAGOSO GONZALEZ
Vocal: DR. RICARDO LASCURAIN LEDESMA
Vocal: DRA. CLAUDIA GONZALEZ ESPINOSA

Secretaria: DRA. MARIA ISABEL SOTO CRUZ

Sin otro particular, me es grato enviarle un cordial saludo.

ATENTAMENTE .
“POR MI RAZA HABLARA EL ESPIRITU”
Ciudad Universitaria, Cd. Mx., a 04 de marzo de 2024

COORDINADOR DEL PROGRAMA

43

DR. ARTURO CARLOS Il BECERRA BRACHO

c. c. p. Expediente del alumno

ACBB/JMB/EARR/imb

COORDINACION DEL POSGRADO EN CIENCIAS BIOLOGICAS
Unidad de Posgrado, Edificio D, 1° Piso. Circuito de Posgrados, Ciudad Universitaria
Alcaldia Coyoacéan. C. P. 04510 CDMX Tel. (+5255)5623 7002 http://pcbiol.posgrado.unam.mx/



AGRADECIMIENTOS INSTITUCIONALES

1) Al Posgrado en Ciencias Biolégicas, UNAM

2) Beca 399345 otorgada por el Consejo Nacional de Humanidades, Ciencias y
Tecnologias (CONAHCYT)

Apoyos a los Estudios de Posgrado (PAEP) 2015

3) Este trabajo se realizé en el laboratorio del Dr. Enrique Ortega, en el Departamento de
Inmunologia del Instituto de Investigaciones Biomédicas, UNAM. Para su desarrollo, se conté con
financiamiento de DGAPA-UNAM (Proyecto PAPIIT IN208320), y CONAHCYT (Proyecto CB-
252428)

4) A mi tutor principal, el Dr. Enrique Ortega Soto y los miembros del comité tutor: Dra. Laila

Gutiérrez Kobeh y Dra. Maria Isabel Soto Cruz.



AGRADECIMIENTOS A TITULO PERSONAL

e Mama, gracias por toda tu paciencia, por la comida deliciosa, por el apoyo econdmico, por
consentirme, por apoyarme para lograr mis objetivos

e Al resto de la familia: papé, Edgar y Edgar Adrian. Por los distintos tipos de apoyo.

e Dr. Enrique Ortega, le agradezco el apoyo constante a mi desarrollo profesional y académico,
incluso cuando ha implicado hacer uso de sus recursos personales. Lo aprecio mucho.

¢ Comité tutor, Dras. Laila Gutiérrez e Isabel Soto les agradezco infinitamente su apoyo durante
todo el tiempo que estuve en el doctorado, de verdad fueron un pilar para mi y me encanto
trabajar con ustedes.

¢ Jaime Madrid, auxiliar del Posgrado en Ciencias Bioldgicas, gracias por abogar siempre por mi,
por mantenerme al dia con la informacion relevante para lograr mi grado. Si mi paso por la
burocracia del programa no fue mas traumatico fue gracias a tu excelente trabajo y al extra que
siempre ponias para que todo fuera mas leve.

o Dr. Eleanor Gray, thank you so much for continuing to be part of my life, for your advice and
comments (which are always on point), for recommending me for jobs, and for always having
encouraging words for me. You are a fantastic scientist and a wonderful person.

e Colaboradoras y amigas: Clau Gray, Gina Lépez, Mariana Esther Sanchez y Yalbi Balderas,
gracias por confiar en mi y en que mis conocimientos y habilidades pudieran enriquecer sus
trabajos, todas son excelentes cientificas y seres humanos, estoy muy feliz de que hayamos
cruzado caminos. Son un sol en los caminos frecuentemente oscuros de la academia. Espero
poder seguir trabajando de cerca con ustedes.

¢ Miembros presentes y pasados del laboratorio: Montse, Juan Carlos, Andrea y Katy, gracias
por sus comentarios y consejos para mejorar mi trabajo, y por los buenos ratos entre
experimentos

o Miembros del LFQIP de la Facultad de Medicina de la UNAM, especialmente al Dr. Ismael
Bustos

e Carlos Castellanos y Mauricio Ortiz, gracias por la asesoria en la Unidad de Citometria y por
siempre recibirme con una sonrisa

¢ Amigas y amigos: Dannia Colin, Giselle Bello, Nadia Neri, Mario Rivas, Abraham Lo6pez, Luis
Yafiez, Victor Acuiia, Barbara Acufia, Karla Zepeda, Dana Diaz, Jenny Razo, Tania Robles,
Tessy Mufioz, Rodolfo Garcia, y Julio Quintana. Gracias porque cada una(o) de ustedes me
acompafié en distintos momentos de mi doctorado, me apoyaron a su maneray con sus
recursos, y creyeron en mi incluso cuando ni yo podia hacerlo. Son personas inmensamente
valiosas para mi y me han dado mas de lo que se imaginan.

¢ Miembros de Cienciorama, La Pandemia de la Desinformacién y Cientificas Mexicanas.
Especialmente a Alicia Garcia Bergua, Guadalupe Zamarrén, Paty Rodil, Quetzally Medina y
Cindel Vargas. Gracias por apoyar mi trabajo de comunicacion de la ciencia. Fue por ustedes
gue descubri la divulgacién como un camino profesional que me ha llenado de satisfaccion y
del cual ya no quiero apartarme. Gracias por regalarme una vocacion.



DEDICATORIAS

Dedico esta tesis a las siguientes personas:

A mi mama, Maria de JesUs Alvarez Gonzalez, quien ha tratado de darme lo mejor en todos
sentidos y de mantener una mente abierta ante mis elecciones personales y profesionales, cosa que
no siempre ha sido facil. Saber que tengo en ella a alguien de confianza, dispuesta a escucharme y
gue me ama y a quien amo incondicionalmente es invaluable para mi salud mental. Espero que la

obtencion de mi grado te haga feliz y te sientas un poco mas tranquila con respecto a mi futuro.

A mi amigo y mentor, el Dr. Heliodoro Celis Sandoval, a quien la pandemia nos arrebaté el 10 de
enero de 2021. Todavia se me hace un nudo en la garganta cuando pienso en que nunca mas
volveremos a comer un corte de carne, a beber un buen vino y a platicar de todos los chismes que se
nos vengan a la mente, en que no volvera a contestar mis mensajes con emojis de gatos y en que no
volveremos a sentarnos en el palomar para apoyar a los Pumas. Sin embargo, ademas de los
maravillosos recuerdos, me quedan todas las ensefianzas profesionales y personales que me
dejaron los afios de convivencia con el Dr. y me toca compatrtirlas con quien corresponda: alumnas,
comparieros, lectoras, etc. Que su legado viva a través de mi y de todas las personas que tuvimos el

privilegio de pasar por su laboratorio.



INDICE
Resumen en espafiol
Resumen en inglés (Abstract)
1. Introduccion

1.1 Receptor 3 de complemento (CR3)
1.2 Aminopeptidasa N (CD13)

2. Hipétesis
3. Objetivos

3.1 Objetivo general
3.2 Objetivos particulares

4. Antecedentes
5. Metodologia

5.1 Reactivos y anticuerpos

5.2 Cultivo celular

5.3 Activacién de CD11b

5.4 Citometria de flujo

5.5 Cuantificacion de citocinas

5.6 Ensamblaje de red tetrica de sefalizaciéon celular
5.7 Analisis estadistico

6. Resultados

6.1 El entrecruzamiento de CD13 da como resultado la activacion de CR3
(CD11b/CD18)

6.2 Syk, Src, PLCy y la polimerizacion de actina participan en la activacion de CR3
desencadenada por el entrecruzamiento de CD13

6.3 El entrecruzamiento de CD13 también controla la expresién de membrana de
CR3

6.4 Src, PLCy, Syk y la polimerizacion de actina también desempeinan un papel en la

expresion de membrana de CR3

6.5 La activacién de CR3 desencadenada por el entrecruzamiento de CD13 se
acompafia de la secrecién de citocinas inflamatorias

6.6 La red de interacciones de proteinas asociadas mas cercanamente de manera
funcional a CD13, Syk y CR3 (CD11b/CD18) se compone de 76 proteinas

6.7 Modelo del mecanismo secuencial de la via de sefializacion “inside-out” de
CD13 aCR3

7. Discusion
8. Perspectivas
8. Conclusiones

9. Referencias bibliograficas

O ©

10

11
12
12
13
13
14
14

16

19

22

24

26

28

32

35

41

42

43



10. Anexos
I. Tabla A. Descripcion de las 76 proteinas que conforman la red de
II. Articulo requisito
FIGURAS Y CUADROS
Figura 1. El entrecruzamiento de CD13 activa a CR3 en macréfagos THP-1
Figura 2. El entrecruzamiento de CD13 activa a CR3 en MDMs
Figura 3. La inhibicion de Src, PLCy y la polimerizaciéon de actina reduce la activacion de
CR3 (CD11b/CD18) desencadenada por el entrecruzamiento de CD13. La inhibicién de Syk

la potencia

Figura 4. La inhibicién de Syk potencia la activacién de CR3 (CD11b/CD18) desencadenada
por el entrecruzamiento de CD13 en los MDMs

Figura 5. El entrecruzamiento de CD13 promueve la expresion de membrana de CR3 en
macrofagos THP-1

Figura 6. Aumento en la expresion de CD11b después de la diferenciacion de monocitos
THP-1 en macréfagos

Figura 7. La inhibicion de Src, PLCy y la polimerizacién de actina reduce la expresion de
membrana de CR3 desencadenada por el entrecruzamiento de CD13. La inhibicién de Syk
la potencia

Figura 8. La proporcién de CD11b activado con respecto a su expresion total en la membrana
cambia con los inhibidores de PLCy y Src, pero no con los de Syk o la polimerizacién de
actina

Figura 9. La activacion de CR3 desencadenada por el entrecruzamiento de CD13 se
acompafia de la secrecién de citocinas proinflamatorias

Figura 10. Ontologia molecular de las proteinas seleccionadas mediante bases de datos
informaticas

Figura 11. El andlisis de bases de datos bioinforméaticos con CD13, Syk y CR3
(CD11b/CD18) arrojo 64 moléculas de interés no redundantes

Figura 12. La red de interaccion de proteinas de interés asociadas con CD13, Syk y CR3
contiene 76 nodos

Figura 13. Modelo del mecanismo secuencial de la via de sefalizacion “inside-out” de CD13
a CR3

49
67

17

18

20

21

23

24

25

26

27

29

31

32

34



ABREVIATURAS

aa Aminoécidos

CD13 Cluster de diferenciacion 13 (otros nombres: Aminopeptidasa N, APN)

CR3 Receptor 3 de Complemento (otros nombres: Mac-1, CD11b/CD18, integrina aM/p2,
ITGAM/ITGB2)

CytD Citocalasina D

ECM Matriz extracelular

FAK Cinasa de adhesion focal

FBS Suero fetal bovino

FcyRs Receptores para el fragmento Fc de las inmunoglobulinas G

GaM Anticuerpos de cabra anti-lnmunoglobulina de ratén

GEF Factor de intercambio de nucle6tidos de guanina

ITAM Motivo de activacion de inmunorreceptor basado en tirosina

mAb Anticuerpo monoclonal

M-CSF Factor estimulador de colonias de macréfagos

MDM Macréfago derivado de monocito

MIF Mediana de intensidad de fluorescencia

iMIF Mediana de intensidad de fluorescencia integrada

MMP Metaloproteasa de matriz extracelular

PBMCs Células mononucleadas de sangre periférica

PFA Paraformaldehido

PLCy Fosfolipasa C gamma

RaM Anticuerpos de conejo anti-inmunoglobulinas de raton

Rh Recombinante humano

RT Temperatura ambiente

Src Estrictamente “sarcoma” en el contexto de moléculas de sefalizacion: Tirosina cinasa

del sarcoma de Rous

SKI-1 Inhibidor 1 de Src



Syk Tirosina cinasa esplénica



RESUMEN

La integrina 2 CD11b/CD18, también conocida como receptor 3 de complemento (CR3) y la proteina
multifuncional aminopeptidasa N (CD13) son dos receptores de células mieloides con actividades
similares: adhesion, migracion, fagocitosis de particulas opsonizadas e induccion de estallido
respiratorio. Dadas sus funciones en comun, localizacién subcelular compartida, y el hecho de que
algunos receptores pueden activar a ciertas integrinas, hipotetizamos que CD13 podria inducir la
activacion de CR3 por medio de un mecanismo de sefializacion de adentro hacia afuera (de aqui en
adelante “inside-out”) y, al mismo tiempo, tener una influencia sobre su expresién de membrana. Luego
de nuestra investigacion, encontramos que entrecruzar a las moléculas de CD13 en la superficie de
macréfagos humanos no sélo activa a CR3, sino que efectivamente influye sobre su expresion de
membrana. Ambos fenédmenos se ven afectados por inhibidores de las enzimas Src, PLCy, Syky de la
polimerizacion de actina. Ademas, después de una incubacién corta (10 minutos) a 37°C, las células
con CD13 entrecruzado comienzan a secretar interferones tipo 1y 2, IL-12p70 e IL-17. Integramos
esta informacion con un analisis bioinformatico para confirmar la conexion entre CD13 y CR3, y sugerir
la cascada de sefalizaciébn que los vincula. Nuestros hallazgos expanden la lista de actividades
realizadas por CD13, afiadiendo la activacién de un receptor diferente (en este caso, CR3) por medio
de una cascada de sefializacion tipo “inside-out”. Esto abre la posibilidad de estudiar la contribucién
conjunta de CD13 y CR3 en contextos donde se conozca la participacion de cualquiera de los dos
receptores, tal como la progresion de algunas leucemias como la linfoblastica aguda, en el caso de

CD13, o la linfocitica crénica, en el caso de CR3.



ABSTRACT

The B2 integrin CD11b/CD18, also known as complement receptor 3 (CR3), and the moonlighting
protein aminopeptidase N (CD13), are two myeloid immune receptors with overlapping activities:
adhesion, migration, phagocytosis of opsonized particles, and respiratory burst induction. Given their
common functions, shared physical location, and the fact that some receptors can activate a selection
of integrins, we hypothesized that CD13 could induce CR3 activation through an inside-out signaling
mechanism, and possibly have an influence on its membrane expression. We revealed that crosslinking
CD13 on the surface of human macrophages not only activates CR3 but also influences its membrane
expression. Both phenomena are affected by inhibitors of Src, Plcy, Syk, and actin polymerization.
Additionally, after only 10 minutes at 37°C, cells with crosslinked CD13 start secreting IFNs type 1 and
2, 1L-12p70, and IL-17a. We integrated our data with a bioinformatic analysis to confirm the connection
between these receptors, and to suggest the signaling cascade linking them. Our findings expand the
list of features of CD13 by adding the activation of a different receptor via inside-out signaling. This
opens the possibility of studying the joint contribution of CD13 and CR3 in contexts where either
receptor has a recognized role, such as the progression of some leukemias, like the acute

lymphoblastic, in the case of CD13, and the chronic lymphocytic, in the case of CR3.



1. INTRODUCCION

CD13 es un receptor fagocitico y de adhesién no clasico, ademas de una proteina multifuncional que
ha sido estudiada extensamente por nuestro grupo. Los receptores de membrana, como CD13, no
operan como entidades aisladas en las células del sistema inmunitario, estos son parte de un conjunto
de moléculas y eventos de sefializacion intracelular que dan lugar a las funciones celulares. Por
ejemplo, para la extravasacion de los leucocitos polimorfonucleados se requiere que las células que
circulan en el torrente sanguineo se frenen y se adhieran al endotelio vascular, inicialmente “rodando”
sobre éste y luego adhiriéndose firmemente a las células endoteliales, para finalmente migrar a través
de la capa de células endoteliales que recubren la pared interna del vaso sanguineo. En los procesos
de frenado y rodamiento intervienen una serie de integrinas tales como LFA-1, CR3 y VLA-4 que
interactlan con sus ligandos en la superficie de las células endoteliales!. Dado que: 1) este tipo de
proteinas pueden pasar de un estado de baja afinidad a uno de alta afinidad por su ligando como
consecuencia de la activacion de otros receptores, gracias a un mecanismo de sefializacion de adentro
hacia afuera, también llamado “inside-out”, 2) existen reportes de que CD13 es capaz de activar a otras
integrinas mediante sefalizacion “inside-out? y 3) CD13 y CR3 median funciones en comdin
(fagocitosis, adhesion y estallido respiratorio), se decidié explorar la posibilidad de que existiese una
comunicacion intracelular entre ambos receptores en macréfagos derivados de monocitos humanos

(MDMSs), utilizando un analisis hibrido con datos bioinformaticos y experimentales.

1.1 Receptor 3 del complemento (CR3)

CR3 forma parte de un grupo de receptores llamados integrinas o/f. Las integrinas o/p3 son moléculas
heterodiméricas de superficie involucradas en la adhesién célula-célula y célula-matriz extracelular
(ECM), estallido respiratorio y fagocitosis. En mamiferos existen 18 genes que codifican las cadenas
a Y 8 que codifican las cadenas B, a nivel de proteina hay 24 integrinas o/p reportadas en vertebrados?®.
Los heterodimeros en los cuales CD18 es la cadena B se conocen como integrinas p2. Se trata de un
grupo de cuatro moléculas expresadas en leucocitos, donde la cadena variable a puede ser alL, aM,
aX 0 aD, igualmente llamadas CD11a, b, c, o d, respectivamente. CR3 corresponde a la combinacién
CD11b/CD18 y esta integrina es conocida también como Mac-1, integrina aM/B2 e ITGAM/ITGB2. La
subunidad CD11b tiene una masa molecular de 155-165 kDa, mientras que CD18 es un polipéptido de
94 kDa*®.

Se han descrito dos papeles fisioldgicos principales para CR3: el primero es como receptor fagocitico
de particulas y patégenos opsonizados con fragmentos iC3b del complemento, dichas presas

fagociticas son internalizadas y destruidas por los fagocitos (revisado en Erdei et al., 2019)°. El
3



segundo papel es como molécula de adhesion, CR3 participa en el rodamiento y extravasacion de
leucocitos durante la inflamacion. Esto se debe a su habilidad de unirse a ligandos presentes en las
células endoteliales tales como ICAM-1, ICAM-2, JAM-A, JAM-C y RAGE’.

Las integrinas pueden adoptar una de tres posibles conformaciones: abierta, cerrada e intermedia.
Dichas conformaciones estan relacionadas de manera causal con la afinidad del receptor por sus
ligandos, es decir, corresponden a afinidades alta, baja e intermedia, respectivamente. Los ligandos
mas notables y de mayor tamafio tales como el fibrin6geno, colageno y fibronectina sélo pueden unirse
a las integrinas en la conformacion abierta, por lo tanto, éste se puede considerar el estado plenamente
activado del receptor. Sin embargo, ligandos mas pequefios y péptidos Arg-Asp-Gly son capaces de
interactuar con el receptor cerrado, aunque con una menor afinidad que con el receptor abierto. El
estado de afinidad intermedia se puede considerar como un estado inactivado adicional en términos

de exposicion del sitio de unién a ligandos (revisado en Hynes, 2002 y Lefort et al., 2009)8°,

La activacion de CR3, es decir, la transicion de la conformacion de baja afinidad a la de alta afinidad,
ocurre como consecuencia de la interaccion del receptor con los ligandos (sefializacion “outside-in”) o
por medio de una sefal intracelular proveniente de un receptor de superficie membranal diferente
(sefializacion “inside-out”). Los eventos desencadenados por cualquiera de estas vias de sefializacion
reclutan generalmente efectores distintos, por ejemplo, luego del reconocimiento de la mindina por
CR3, la sefializacién “outside-in” activa en el interior de la célula la via de las MAPK vy la translocacién
sucesiva de NF-xb al nlcleo'®. En contraste, la estimulacién de receptores acoplados a proteinas G,
como los receptores para las quimiocinas CXCL8 (IL-8) y CXCL1, resulta en la transicion de CR3 y
CR4 desde su estado de baja afinidad hacia el de alta afinidad mediante un mecanismo de sefalizacién
“‘inside-out”, el cual involucra la activacion de PLCB2, PLCB3 y CalDAG-GEF1, (revisado en Bouti et
al., 2021)!. Cabe resaltar que hay ciertas moléculas que participan tanto en la sefializacion “inside-

out” como en la “outside-in” ligada a CR3 tales como Rapl, RIAM, talina, kindlina y Syk-*°,

1.2 Aminopeptidasa N (CD13)

CD13 (EC 3.4.11.2) es una ectoenzima de membrana celular con una masa molecular de entre 150 y
220 kDa, dependiendo del estado de glicosilacion. Se le conoce también como aminopeptidasa N
debido a su capacidad para escindir aminoacidos (preferentemente neutros) del extremo amino
terminal de los péptidos. La actividad de CD13 es dependiente de Zn?*, por lo tanto, se considera una
metaloproteasa. CD13 se expresa en varios tipos celulares tales como células epiteliales, células
mieloides y durante los estadios iniciales de la diferenciacion de linfocitos®. La mayoria de sus 960

residuos de amino&cidos (aa) se localizan extracelularmente, mientras que, alrededor de 25 residuos

4



de aa constituyen su Unico pase transmembranal, y Unicamente de 7 a 10 residuos de aa forman la

porcion intracelular de la proteina’.

Los segmentos intracelular y extracelular de CD13 tienen funciones distintas. Por un lado, la actividad
catalitica de CD13, localizada en los dominios extracelulares, es responsable de su papel en el
procesamiento de péptidos bioactivos. Por el otro, a pesar de tener una porcion intracelular muy corta
con una sola tirosina fosforilable y no poseer motivos de sefializacion clasicos (e.g. ITAMs), CD13 es
capaz de transducir sefales luego de ser entrecruzado mediante anticuerpos monoclonales, funcién
gue ademds es independiente de su actividad enzimatica. Se han descrito varias moléculas de
sefializacién asociadas a CD13. Por ejemplo, Santos et al.'® reportaron que la estimulacién de CD13
con anticuerpos monoclonales induce la fosforilacion de cinasas como JNK, p38 y ERK 1/2, ademas
de generar la movilizacion de Ca?*. Dicha movilizacion fue caracterizada mas adelante por nuestro
grupo en el trabajo de Garay-Canales et al.'® donde se describi6 el efecto de distintos anticuerpos anti
CD13 en el flujo de Ca?* intracelular. Otro ejemplo es el publicado por nuestro grupo en 2006, en el
que Mina-Osorio et al.?° encontraron que el factor de intercambio de nucleétidos de guanina (GEF)
Sosl y la proteina adaptadora Grb2 co-precipitan con CD13 de células U937 en reposo; mientras que
dicha co-precipitacion disminuye cuando las células experimentan una agregacién homotipica mediada
por CD13. Gracias a esta sefializaciéon, CD13 media procesos celulares tales como fagocitosis,

migracion celular y adhesioén (revisado en Mina-Osorio, 2008)%L.

Desde hace mas de 20 afios se conoce la expresion de CD13 en células fagociticas del linaje
mielomonocitico??, sin embargo, fue en 2005 cuando Mina-Osorio y Ortega® establecieron que esta
molécula de superficie interacta de manera funcional con receptores para el Fc de inmunoglobulinas
G en monocitos humanos, especificamente con el FcyR1. Demostraron que CD13 se redistribuye hacia
la copa fagocitica durante la fagocitosis mediada por los FcyR y, de manera importante, las presas
fagociticas que interactian simultaneamente con ambos receptores son internalizadas mas
eficientemente que cuando interactian Unicamente con el FcyR. Ademas, observaron que este
fendomeno se refleja en la duracion de la fosforilacién de Syk, es decir, el co-entrecruzamiento de CD13
y FcyR1 con anticuerpos monoclonales resulta en una fosforilacion més prolongada que solo el
entrecruzamiento de FcyR1. En linea con estos resultados, en 2011 Gabrilovac et al.?* reportaron un
hallazgo similar utilizando macréfagos de raton, en los que observaron que CD13 co-localiza y es
capaz de internalizar ovoalbumina en conjunto con el receptor de manosa. Luego, en 2013, Villasefior-
Cardoso et al.?® observaron algo semejante en macréfagos y células dendriticas humanas, en las
cuales se registré una regulacién positiva en la fagocitosis tanto de particulas de zymosan, como de
Escherichia coli inactivada por calor, ademas de la redistribucion de CD13 hacia la copa fagocitica y el
fagosoma. Finalmente, en 2015, Licona-Limén y et al.?® confirmaron el papel de CD13 como un
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receptor fagocitico primario tanto en monocitos como en macréfagos humanos. Esto se hizo utilizando
fagocitosis dirigida, la cual consiste en revestir eritrocitos de carnero con una capa de biotina, después
con una de estreptavidina y por ultimo con fragmentos F(ab")? de anticuerpos de cabra anti IgG murina
biotinilados y ponerlos en contacto con células que previamente habian sido incubadas con fragmentos
de anticuerpos monoclonales para la la molécula deseada en la superficie celular. En el caso de Licona-
Limon et al, dicha molécula fue CD13. De esta manera es posible dirigir presas fagociticas (los
eritrocitos de carnero) hacia un receptor en especifico. La internalizacion de las presas a través de
CD13 fue cuantitativamente comparable con la que se produce a través del FcyR1. También
establecieron que este fenébmeno es parcialmente dependiente de la fosforilacion de Syk y que esta
asociado a la produccién de especies reactivas de oxigeno. Ademas, la expresion de CD13 en la linea
celular HEK293, la cual normalmente no presenta esta molécula de superficie, permitié que estas
células no fagociticas adquirieran la capacidad de internalizar eritrocitos dirigidos especificamente a
CD13.

A finales de la década de los 80 y durante los 90 del siglo pasado era comun encontrar articulos en los
gue se mencionaba a CD13 como marcador de células cancerosas, especialmente de leucemias, sin
adentrarse demasiado en su posible participacion en dichas patologias?’. Cabe mencionar que desde
ese entonces se habia reportado la coexpresion de CD13 'y CD11b en esos padecimientos?®. En 1999,
Riemann y cols. llamaron la atencién hacia el papel de CD13 mas all4 de la caracterizacién celular
mediante marcadores de superficie con su revision clasica “CD13 — no sélo un marcador en la
tipificacion de leucemias™®. En ella, exponen la evidencia que estaba disponible hasta ese momento
de la posible participacion de CD13 en procesos fisioldgicos, por ejemplo, la diferenciaciéon de linfocitos
T. En ésta, la adhesién a la matriz extracelular mediada por este receptor jugaria un papel dentro de
la movilidad celular, ademas de que, de manera importante para la presente investigacion, se
menciona que ya se habia propuesto una relacion funcional entre peptidasas de membrana tales como
CD13, CD10 y APA, e integrinas. Se planteaba que esta relacion entre peptidasas y moléculas de
adhesioén ocurriria a través de la activacién de moléculas de sefalizacion intracelular como FAK, la
cual se autofosforila tanto en respuesta a la unién de las integrinas con sus ligandos, como a la
estimulacion de receptores acoplados a proteinas G con sustratos de las peptidasas. Ademas, las
integrinas y los receptores agonistas clasicos (como aquellos para citocinas o factores de crecimiento)
comparten componentes de sus vias de sefializacion como Src y Syk. Esto dio pie a sugerir la idea de
qgue partes (subunidades) de los receptores agonistas podrian interactuar fisicamente con los
complejos de sefializacion ensamblados por las integrinas y asi activarse, y sefializar mas
eficientemente. En el caso especifico de CD13 Ghosh et.? al reportaron que se co-localiza con la
subunidad B1 de integrinas en sitios de adhesion y en el borde delantero durante la migracion celular

tanto en fibroblastos embrionarios murinos, como en células epiteliales humanas. En el mismo trabajo
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se expone que dicha co-localizacién coincide con la formacién de un complejo membranal en el que
participan CD13, la GTPasa ARF6, el GEF especifico para ARF6, EFA6 y la proteina de andamiaje
IQGAP1 que controla la internalizacién, distribucion hacia endosomas y reciclaje a la membrana de la

subunidad B1. Esto hace factible que CD13 pudiera tener interacciones similares con otras integrinas.



2. HIPOTESIS

El entrecruzamiento de CD13 induce cambios en el estado de activacién y expresion de membrana de
CR3 en la misma célula. Estos cambios son potencialmente activos metabdlicamente al involucrar la
participacién de moléculas de sefializacion intracelular, el rearreglo del citoesqueleto de actina y la

secrecion de citocinas.



3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo general

Determinar si el entrecruzamiento de CD13 induce cambios en el estado de activacion y expresion de

membrana del receptor CR3 y proponer un modelo de sefalizacion tedricamente viable en macrofagos

derivados de monocitos humanos que conecte a ambos receptores.

3.2 Objetivos particulares

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7

Determinar si el entrecruzamiento de CD13 con anticuerpos monoclonales produce la
activacion de CR3.

Determinar si la activacion de CR3 causada por el entrecruzamiento de CD13 se modifica en
presencia de inhibidores de moléculas que potencialmente participen en la via de sefializacién

que vincula a ambos receptores. Especificamente Src, Syk, PLCy y actina.

Determinar si el entrecruzamiento de CD13 con anticuerpos monoclonales produce cambios en

la expresion de membrana de CR3

Determinar si el cambio en la expresién de membrana de CR3 causado por el entrecruzamiento
de CD13 se modifica en presencia de inhibidores de moléculas que potencialmente participen
en la via de sefializacién que vincula a ambos receptores. Especificamente Src, Syk, PLCyy

actina.

Determinar si los cambios en la activacion de CR3 causados por el entrecruzamiento de CD13

se acompafan por la secrecion temprana de citocinas

Generar una red de interacciones entre CD13, CR3 y Syk utilizando recursos bioinformaticos,
particularmente bases de datos de ontologias moleculares y andlisis de mineria de texto para
sugerir de manera racional, acotada y dirigida, los componentes de la via de sefializacién de
CD13 a CRs.

Proponer una via de sefalizacion de CD13 que desencadene la activacion de CR3 con base

en los dos puntos anteriores.



4. ANTECEDENTES

La posible conexién entre CD13 y CR3 esta respaldada por evidencia in vivo, ya qgue ambas moléculas
pueden encontrarse juntas en dominios funcionales dentro de la membrana celular llamados balsas
lipidicas?®. Estas estructuras son fundamentales para la sefalizacion celular, ya que reunen
componentes de vias especificas en proximidad, disminuyendo asi la posibilidad de activacion fortuita
o bloqueo de sefiales provenientes de otras cascadas (revisado en®%3t),

En resumen: i) integrinas como CR3 pueden activarse mediante la interaccién con otros receptores
debido a un mecanismo conocido como sefializacién "inside-out", como es el caso con los FcyRs3233,
con los cuales CD13 comparte la funciéon de receptor fagocitico primario, asi como la activacion de
varias moléculas de sefializacion; vy ii) tanto CD13 como CR3 pueden mediar funciones tales como
fagocitosis, adhesion y estallido respiratorio. Ademas de la ya mencionada convergencia fisica en
balsas lipidicas?®, lo cual constituye un fuerte indicador de una relacién funcional. Adicionalmente,
algunas publicaciones han demostrado un vinculo funcional entre CD13 e integrinas: Carrascal et al.
mostraron que la expresion de CD13 se asocia con la de la integrina avB3 en cancer de mama®, y
Ghosh et al.2 mostraron que CD13 modula el trafico de la integrina B1 a través de IQGAP, ARF6 y

EFAG6 en el sarcoma de Kaposi y células epiteliales de cancer cervical humano.
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5. METODOLOGIA

5.1 Reactivos y anticuerpos

Los siguientes reactivos fueron adquiridos del proveedor que se menciona en seguida.

Medio RPMI-1640: Gibco Life Technologies (Carlsbad, CA, EUA)

Factor estimulador de colonias de macréfagos (M-CSF) recombinante humano (rh): PeproTech
(Cranbury, NJ, EUA)

Lymphoprep: Axis-Shield PoC AS (Oslo, Noruega)

Suero fetal bovino (FBS): Invitrogen (Carlsbad, CA, EUA)

L-glutamina: Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA)

Estreptomicina: Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA)

Penicilina: Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA)

Hidrato de hidrocloruro BAY 61-3606: Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA)

Inhibidor 1 de Src: Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)

Hidrato de U-73122 hydrate: Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)

Citocalasina D: Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)

Solucién de piruvato de sodio (100X): Gibco by Life Technologies (NY, EUA)

Soluciéon de aminoéacidos no esenciales MEM (100X): Gibco by Life Technologies (NY, EUA)
Ficina: Pierce (Rockford, IL, EUA)

Anticuerpo monoclonal murino anti CD11b (activado) humano (IgG1, clona CBRM1/5) acoplado
a FITC: Biolegend (San Diego, CA, EUA)

Anticuerpo policlonal murino anti-CD11b humano (IgG1, clona ICRF44) acoplado a APC:
Biolegend (San Diego, CA, EUA)

Fragmentos F(ab)'2 policlonales de IgG de cabra anti-inmunoglobulina de raton (GaM): Jackson
ImmunoResearch (West Grove, PA, EUA)

Anticuerpo policlonal de conejo anti-inmunoglobulina de ratén (RaM) acoplado a FITC: Thermo

Fisher Scientific (Waltham, MA, EUA).

Todos los medios de cultivo fueron suplementados con 10% FBS inactivado por calor, a menos que se

indique de otra manera en el texto, 2mM L-glutamina, 100ug/mL estreptomicina, 100U/mL penicilina,

1mM piruvato de sodio y 1% solucion de aminoécidos no esenciales MEM.

Los anticuerpos monoclonales murinos IgG1 anti-CD13 humano (mAb C) y anti-CD32 humano (mAb

IV.3) se produjeron y purificaron en nuestro laboratorio a partir de sobrenadantes de las hibridomas
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correspondientes (ver Garay-Canales et al., 2018)*°. Los fragmentos Fab se prepararon a partir de los

anticuerpos purificados utilizando Ficina inmovilizada siguiendo las instrucciones del fabricante.

5.2 Cultivo celular

La linea celular monocitica THP-1 se mantuvo segun las recomendaciones de la compafiia
distribuidora (ATCC), es decir, en una atmaosfera humidificada con 5% de CO, a 37°C, en medio RPMI-
1640 suplementado como se menciona en la seccién anterior. Para su diferenciacién en macréfagos,
las células se sembraron a una densidad de 4.5 x 10%placa de 10 cm o de 8 x 10%pozo en placas de
6 pozos, en medio RPMI-1640 suplementado adicionado con 20nM forbol 12-miristato 13-acetato
(PMA) durante tres dias. Al cuarto dia se lavaron las células con PBS tibio y se incubaron con medio
fresco durante 24 h antes de su uso.

Los experimentos que se llevaron a cabo utilizando células de donadores humanos se realizaron
siguiendo las Guias Eticas del Instituto de Investigaciones Biomédicas, UNAM, Ciudad de México,
México. Las células mononucleadas de sangre periférica (PBMCs) se aislaron de paquetes
leucocitarios de donadores masculinos sanos obtenidos del Banco de Sangre del Instituto Nacional de
Ciencias Médicas y Nutricion Salvador Zubiran, Secretaria de Salud, Ciudad de México, México,
mediante centrifugacion en un gradiente de densidad con Lymphoprep como esta descrito en Garay-
Canales et al., 2018°. Las PBMCs se lavaron tres veces con PBS (137mM NaCl, 2.7mM KCI, 10mM
NaHPO,,1.8mM KH,PO.s pH 7.4) por centrifugacion a 400 g durante 10 min. Las células se
resuspendieron en medio RPMI-1640 sin suero, complementado como se describié mas arriba en el
texto y se sembraron (5-6 x 10’ PBMCs/placa) en placas de cultivo de poliestireno de 100mm x 20mm,
tratadas para cultivo celular (Corning, New York, NY, EUA). Los cultivos se incubaron durante 1 h a
37°C en una atmosfera humidificada con 5% CO; para permitir que los monocitos se adhirieran a placa
plastica. Las células no adherentes se eliminaron mediante un lavado suave. Las células adherentes,
enriquecidas con monocitos (295% de pureza, determinada por citometria de flujo utilizando CD14
como marcador de la poblacién monocitica), se cultivaron durante 7-10 dias en medio RPMI-1640
complementado como se ha descrito y adicionado con 5 ng/mL rh M-CSF, a 37°C en una atmdsfera
humidificada con 5% CO., para permitir que los monocitos se diferenciaran en macréfagos. Para los

experimentos las células se cosecharon con un raspado suave y firme con un gendarme.

5.3 Activacién de CD11b

Se incubaron 5 x10° macréfagos (derivados de THP-1 o de monocitos de sangre periférica) en placas
de seis pozos en medio RPMI-1640 suplementado sin suero por un maximo de 12 h en presencia o
ausencia de los inhibidores para Syk (BAY, 10uM), Src (SKI-1, 20uM), PLCy (U73122, 5uM) vy la
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polimerizacion de actina (Cyt D, 10uM). Las células se cosecharon mediante raspado suave con
gendarme. Por cada muestra cosechada se incubaron 0.25 x10° macréfagos en 0.2ml de medio RPMI-
1640 suplementado sin suero, con 2.5ug de fragmentos Fab de mAb C (anti-CD13) durante 30 min a
4°C. Las células se lavaron tres veces con el mismo medio y se incubaron con 4ug de fragmentos
F(ab)'2 GaM durante 30 min a 4°C. Inmediatamente después, las células se incubaron durante 10 min
a 37°C. Luego de esto, se centrifugaron y el sobrenadante de algunas muestras se guardé a -20°C
para su posterior uso en la medicién de citocinas. Finalmente, las células se fijaron con 1%

paraformaldehido (PFA) durante 10 min a temperatura ambiente (RT).

5.4 Citometria de flujo

Con el fin de cuantificar la activacion o expresién de CR3, las muestras fijadas se lavaron dos veces
con PBS frio y se tifieron con 20ul de una dilucion 1:20 de anticuerpo monoclonal murino anti-CD11b
(activado) humano (IgGl, CBRM1/5) acoplado a FITC o anticuerpo policlonal murino anti-CD11b
humano (IgG1, ICRF44) acoplado a APC, durante 40 min a 4°C. Las células se lavaron tres veces con
PBS frio y se analizaron en el citometro (Attune azul/violeta, Applied Biosystems-Thermo Fisher,
Waltham, MA, EUA). La tincién para CD13 o CD32 (FcyRIl) se realiz6 en macréfagos THP-1 o MDMs
incubados con 10 pg Fab C (anti-CD13) o Fab IV.3 (anti-CD32) por cada 1 x10° células en las mismas
condiciones que los experimentos de activacion de CR3, es decir, en medio RPMI-1640 suplementado
sin suero durante 30 min a 4°C. Las células se lavaron tres veces con el mismo medio y se incubaron
con una dilucion 1:400 del anticuerpo GaM-FITC durante 30 min a 4°C, luego se lavaron tres veces
con PBS frio y se fijaron con 1% PFA durante 10 min a RT. La intensidad de fluorescencia se midio

por citometria de flujo. Para el andlisis de los datos se utiliz6 el software FlowJo V10.

5.5 Cuantificacion de citocinas

Se utilizaron muestras provenientes de experimentos de activacion de CR3 para cuantificar un panel
de 12 citocinas. Especificamente, los sobrenadantes de células incubadas sin anticuerpos (Sin abs,
control) y de células a las que se les entrecruz6 CD13 (mAb C + anticuerpo secundario [sec]). Los
sobrenadantes congelados se descongelaron lentamente en hielo y se cargaron como duplicados en
dos placas Milliplex (Millipore Sigma, Darmstadt, Germany), una para detectar IFN-a y otra para IFN-
v, IL-12p70, IL-17a, IL-6, IL-1B, IL-2, IL -8, IL-4, IL-10, CCL2, and TNF-a.. Los ensayos se realizaron de
acuerdo con las instrucciones del fabricante y se midieron en un instrumento Luminex Multiplexing

(Millipore Sigma, Darmstadt, Germany).
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5.6 Ensamblaje de lared tedrica de sefalizacion celular

Se utilizaron las puntuaciones de interaccion combinadas de la base de datos STRING para encontrar
a las moléculas mas cercanamente asociadas de manera funcional con CD13, Syk y CR3%. En este
contexto, una asociacion funcional puede significar contacto fisico, participacién en la misma via
metabdlica y/o proceso celular®. Las puntuaciones de STRING son indicadores de la probabilidad de
una interaccién, dada la evidencia disponible, que es: la vecindad genética, fusiones de genes,
coocurrencia de genes, experimentos, bases de datos curadas, mineria de texto y homologia de
proteinas. Cada tipo de evidencia da lugar a una puntuacion individual para cada par de proteinas. Las
puntuaciones combinadas son calculadas integrando las puntuaciones individuales y corrigiendo por
la probabilidad de observar estocasticamente la interaccion. Las puntuaciones van del 0 al 1, siendo 1
el resultado mas alto posible.

Aquellas moléculas de la primera capa de interacciones con la proteina de interés que tuvieron una
puntuacion alta (=0.8) se consideraron apropiadas para nuestro estudio. Las proteinas resultantes se
seleccionaron con base en los requisitos fundamentales de la via de sefializacion particular que se
buscaba proponer, es decir, cinasas no receptoras, proteinas adaptadoras capaces de vincular a CD13
con otros componentes de la via, especialmente Syk, y moléculas reguladoras tales como fosfatasas
0 ubiquitina ligasas. También se consideraron otros receptores que nos pudieran proporcionar
conocimiento sobre los mecanismos reportados para las interacciones “inside-out”, especialmente
aquellos que tuvieran similitud con los receptores estudiados, CD13 y CR3: metaloproteasas,
receptores fagociticos, integrinas y otras moléculas de adhesion. El elemento de mineria de texto de
STRING, el sitio web The Gene Cards® y el repositorio PubMed® se utilizaron para evaluar la
pertinencia de cada proteina seleccionada, es decir, para confirmar la funcién de cada nodo y su
expresion a nivel de gen y proteina en células de linaje mielomonocitico. Finalmente, la red de
interacciones resultante se cur6 manualmente de acuerdo con la evidencia experimental reunida a
partir de publicaciones de nuestro laboratorio y de otros autores. Se utilizé el software Adobe lllustrator

2020 para la generacion de los diagramas correspondientes a este apartado.

5.7 Anélisis estadisticos

Se eligieron las pruebas estadisticas adecuadas dependiendo del tipo de datos a analizar; es decir,
esencialmente dependiendo del nimero de condiciones a comparar. Se utilizé el software GraphPad
Prism 8. Para los experimentos de entrecruzamiento de receptores en ausencia de BAY, el andlisis
estadistico que se realizé fue un ANOVA seguido de una prueba de Dunnett o Tukey de comparaciones

multiples (comparacién entre varias condiciones) y, en el caso de células y controles incubados con
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BAY (una sola comparacién), se realiz6 una prueba t de Student pareada de dos colas. Los valores de

p por debajo de 0.05 se consideraron significativos.
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6. RESULTADOS

6.1 El entrecruzamiento de CD13 da como resultado la activacion de CR3 (CD11b/CD18)

CR3 tiene dos estados conformacionales principales que corresponden a una afinidad alta o baja por
sus ligandos, es decir, los estados activo e inactivo, respectivamente. Por un lado, el estado de alta
afinidad se puede alcanzar ya sea interactuando con sus ligandos (sefializacion desde afuera hacia
adentro, “outside-in”) o mediante la estimulacion, a través de vias intracelulares, de otros receptores
del sistema inmunolégico, esto es, sefalizacidon “inside-out”. Por otro lado, CD13 interactia
funcionalmente con otros receptores inmunes, por ejemplo, aumenta la eficiencia fagocitica de
particulas dirigidas especificamente hacia los receptores para inmunoglobulinas?252 o que nos
permite hipotetizar que también podria promover la interaccién funcional con integrinas como CR3,
promoviendo su activacion. Cabe mencionar que, debido a la ausencia de reportes sobre un ligando
natural para CD13, hasta ahora el entrecruzamiento con anticuerpos monoclonales ha sido el método

de eleccion para estimular a este receptor®3940,

Por lo tanto, se evalud el estado de activacion de CR3 (CD11b/CD18) luego del entrecruzamiento de
CD13 en macrofagos humanos. Las moléculas de CD13 en la superficie de macrofagos THP-1 se
entrecruzaron utilizando como anticuerpo primario el anticuerpo completo anti-CD13 mAb C y como
anticuerpo secundario, fragmentos GaM F(ab) 2. El entrecruzamiento de CD13 se dej6 transcurrir por
10 min a 37 °C. A continuacion, las células se tifieron con un anticuerpo monoclonal comercial acoplado
a FITC que reconoce un epitopo que Unicamente se hace accesible cuando CD11b se encuentra en
su conformacion de alta afinidad (activado) [FITC-anti-CD11b (activado)] y se analizaron en el
citometro de flujo. Primeramente, la poblacién de interés se selecciond de acuerdo con su tamafio y
granularidad (Fig. 1A), luego se cred una ventana para discriminar eventos unicos (“singlets”. Fig. 1B)
y finalmente, otra para la mediana de la intensidad de fluorescencia (MIF) en el canal BL1 (FITC, Fig.
1CyD).

La Fig. 1C muestra que el histograma de la fluorescencia de las células control sin estimular, tefiidas
con el anticuerpo anti-CD11b (activado) se superpone con la auto-fluorescencia de las células sin tefiir.
Los controles son células incubadas ya sea sin anticuerpos (Sin abs), o Gnicamente con anticuerpos
secundarios (Solo sec). Los histogramas resultantes demuestran que la incubacién en ausencia de un
anticuerpo anti-CD13 no produce una sefial inespecifica de anti-CD11b (activado). En contraste, el
panel D muestra un histograma representativo de la activacion de CR3 producida cuando se entrecruza
a CD13 utilizando tanto el anticuerpo primario, como el secundario (mAb C + sec). La Fig. 1E muestra

el promedio y la desviacion estandar (SD) en la MIF producida por la sefial del anticuerpo anti-CR3
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Figura 1. El entrecruzamiento de CD13 activa a CR3 en macréfagos THP-1. (A) En primer lugar, se seleccionaron las
células segun su tamafo y granularidad, luego (B) se seleccionaron las células individuales (“singlets”) y, finalmente, se
evalué (C,D) la MIF en el canal BL1 (FITC). (C) Controles. Células sin anticuerpos primarios y secundarios para entrecruzar
a CD13 (“Sin abs”), unicamente con anticuerpos secundarios (“Solo sec”), tefiidas con anticuerpos FITC-anti-CD11b
(activado) o sin ningun anticuerpo para entrecruzar ni tefir (“Sin tefiir”). (D) Histogramas representativos de una muestra
entrecruzada con mAb C (anti-CD13) y anticuerpos secundarios en comparacion con su control sin anticuerpos. (E) Promedio
y desviaciones estadndar de 3 experimentos independientes. ANOVA de una via, seguido de prueba de comparaciones

multiples ** p < 0.01, **** p < 0.0001, ns = no significativo. (F) Histograma representativo de mas de 10 pruebas que demuestra
que practicamente todas las células son positivas para la tincion de CD13.
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Figura 2. El entrecruzamiento de CD13 activa a CR3 en MDMs. Para analizar las muestras y controles se selecciono la
poblacién de interés (MDMs) en el grafico de puntos por tamafio y granularidad (A), luego por eventos que representaran una
sola célula (“singlets”, B) y finalmente por la mediana de intensidad de fluorescencia (MIF) en el canal BL1 (FITC) (C y D). En
el panel C se muestran los controles. Células sin anticuerpos primarios y secundarios para entrecruzar a CD13 (“Sin abs”),
Unicamente con anticuerpos secundarios (“Solo sec”), tefiidas con anticuerpos FITC-anti-CD11b (activado) o sin ningin
anticuerpo para entrecruzar ni tefiir (“Sin tefiir’). En el panel F se aprecia la activacién de CR3 en un histograma representativo
de una muestra en la que CD13 se entrecruz6 con mAb C vs el control sin tefiir. El panel E muestra el promedio y las
desviaciones estandar de siete experimentos independientes. Se realizé un analisis de ANOVA de una via, seguido de una
prueba de comparaciones multiples de Dunnett para comprobar la significancia estadistica de los resultados. *** p < 0.001,

ns = no significativo. En el panel F se aprecia un histograma representativo mostrando que practicamente todas las células
son positivas para la marca de CD13.
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(activado) en las células con CD13 entrecruzado y sus controles (n=3). Un analisis de varianza
(ANOVA), seguido por una prueba de comparaciones multiples confirma que los controles negativos,
es decir, las células incubadas Unicamente con los anticuerpos primario o secundario, asi como los
macrofagos recién cosechados (“pre-tratamiento”), no muestran una diferencia significativa con las
células incubadas sin anticuerpos. Solo la activacion de CR3 en células ya sea con CD32 (control
positivo®?3%) o0 con CD13 entrecruzados, difiere significativamente de la activacion registrada en células
incubadas sin anticuerpos (P <0.01 y <0.0001, respectivamente). La Fig. 1F es un histograma
representativo de macrofagos THP-1 incubados con mAb C y anticuerpo secundario acoplado a FITC,
lo que demuestra que el mAb C se une de manera eficiente a todas las células. Estos resultados fueron

consistentes en MDM, lo cual se muestra en la Fig. 2.

6.2 Syk, Src, PLCy y la polimerizacién de actina participan en la activacion de CR3

desencadenada por el entrecruzamiento de CD13

Con el fin de comprender méas a fondo la via de sefializacion que conecta el entrecruzamiento de CD13
con la activacion de CRS3, algunas de las moléculas relacionadas con la sefalizacion de estos
receptores se inhibieron quimicamente. Se evalué como estos inhibidores afectan la activacion de CR3
desencadenada por el entrecruzamiento de CD13. Para ello, los macréfagos THP-1 se pre-incubaron
con los inhibidores de las moléculas de sefalizacién Syk, BAY 61-3606 (BAY); Src, inhibidor de la
cinasa Src-1 (SKI-1); PLCy, U73122; y de la polimerizacion de actina (citocalasina D, Cyt D) o sin
inhibidor (control) durante 3 horas en un medio libre de suero. Luego, las células se recolectaron y
entrecruzaron las moléculas de CD13 en su superficie. Finalmente, la activacion de CR3 se midi6
mediante citometria de flujo. La Fig. 3A muestra histogramas representativos comparando las células
tefiidas con el anticuerpo anti-CD11b (activado) con o sin inhibidores. El tratamiento con BAY potencia
la sefial que emite este anticuerpo, mientras que Cyt D, SKI-1 y U73122 la disminuyen. Tales
diferencias fueron estadisticamente significativas y se representan en la Fig. 3B, donde se muestran
el promedio y la desviacion estandar de la proporcion de cada muestra incubada con inhibidor en
comparacion con su respectivo control. Los valores de p para BAY y SKI-1 son <0.0001, y <0.001 tanto
para Cyt D como para U73122, respectivamente (n = 3). Estos resultados indican que Syk, Src, PLCy
y la polimerizacion de actina participan en la activacion de CR3 desencadenada por el
entrecruzamiento de CD13. Es importante destacar que la incubacién con BAY tuvo los mismos efectos
en los MDM humanos (Fig. 4). Desafortunadamente debido restricciones surgidas de la pandemia de

COVID-19 no fue posible obtener mas muestras para probar los demas inhibidores en MDM humanos.
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Figura 3. La inhibiciéon de Src, PLCy y de la polimerizacion de actina reduce la activacion de CR3 (CD11b/CD18)
desencadenada por el entrecruzamiento de CD13. Lainhibicidon de Syk la potencia. (A) Histogramas representativos de
la activacion de CR3 en células con CD13 entrecruzado usando anticuerpos primario (anti-CD13) y secundario en presencia
de inhibidores para Syk (BAY), polimerizacion de actina (Cyt D), PLCy (U73122) y Src (SKI-1) o sin ellos (control). (B)
Promedio y desviaciones estandar de la mediana de la intensidad de fluorescencia integrada (iMIF) a partir de 3 experimentos

independientes. ANOVA de una via, seguido de prueba de comparaciones multiples *** p < 0.001, **** p < 0.0001.
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Figura 4. La inhibicién de Syk potencia la activacion de CR3 (CD11b/CD18) desencadenada por el entrecruzamiento
de CD13 en los MDMs. (A) Controles. Células sin anticuerpos primarios y secundarios para entrecruzar a CD13 (“Sin abs”),
Unicamente con anticuerpos secundarios (“Solo sec”), tefiidas con anticuerpos FITC-anti-CD11b (activado) o sin ningun
anticuerpo para entrecruzar ni tefir (“Sin tefiir”). (B) Promedio y desviaciones estandar de la iMIF a partir de 5 experimentos

independientes. Prueba t de Student pareada de dos colas ** p <0.01.
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6.3 El entrecruzamiento de CD13 también controla la expresion de membrana de CR3

Se evalud la expresion de membrana de CR3 utilizando citometria de flujo en macréfagos THP-1 con
el fin de determinar si el entrecruzamiento de CD13 tiene algun efecto en la expresion de membrana
de CRS3. La Fig. 5A muestra histogramas representativos que indican que la sefial de los controles
(células incubadas sin anticuerpos o solo con anticuerpos secundarios) tefidas con un anticuerpo a-
CD11b acoplado a APC practicamente se superpone con la de las células sin tefir. En contraste, la
Fig. 5B muestra que el entrecruzamiento de CD13 membranal induce la expresion de CR3 en la
superficie de los

macréfagos La Fig. 5C muestra el promedio y la desviacion estandar de la MIF de la expresion de
CD11b en macréfagos recién recolectados (condicion previa al tratamiento con anticuerpos para
entrecruzar a CD13, “pre-tratamiento”), células control y células en las que se entrecruzé CD13 a partir
de tres experimentos independientes. La expresion de CR3 sigue el mismo patron general que la
activacion de CR3, excepto para las células antes del tratamiento (dos incubaciones de 30 minutos a
4 °C, tres lavados y una incubacién de 10 minutos a 37 °C). Las células tefiidas antes del tratamiento
tienen un nivel basal de CR3 significativamente diferente al de las células tratadas sin anticuerpos
(contral), lo cual se relaciona con el hecho de que CR3 es un marcador de diferenciacién de
macréfagos, como lo muestra la Fig. 6. Estos datos indican que la expresion basal de CD11b en la
membrana disminuye después de tratar a las células en ausencia de anticuerpos o solo con
anticuerpos primarios o secundarios. Solo el entrecruzamiento de CD13 restaura la expresion de

membrana de CR3, incluso a un nivel superior al del pre-tratamiento.
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Figura 5. El entrecruzamiento de CD13 promueve la expresion en membrana de CR3 en macrdfagos THP-1. (A)
Controles. Células sin anticuerpos primarios y secundarios para entrecruzar a CD13 (“Sin abs”), Unicamente con anticuerpos
secundarios (“Solo sec”), tefiidas con anticuerpos APC-anti-CD11b (total) o sin ningln anticuerpo para entrecruzar ni tefiir
(“Sin tefiir’). (B) Histogramas representativos de una muestra entrecruzada con mAb C (anti-CD13) y anticuerpos secundarios
en comparacion con su control sin anticuerpos. (C) Promedio + desviacion estandar de las MIF de la expresion de CD11b

(total) en células tratadas. ANOVA de una via, seguido de prueba de comparaciones multiples *** p < 0.001, **** p < 0.0001,
ns = no significativo.
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Figura 6. Aumento en la expresion en membrana de CD11b después de la diferenciacién de monocitos THP-1 en
macrofagos. (A) Las células fueron seleccionadas primeramente por tamafio y granularidad, luego por (B) eventos
individuales (“singlets”) y, finalmente, por (C) MIF de la sefial generada por las muestras incubadas con el anticuerpo policlonal
APC-anti-CD11b (total) en el canal RL1. (C) Histogramas representativos de células THP-1 antes (monocitos) y después de
la diferenciacion (macrofagos) con PMA.

6.4 Src, PLCy, Syk y la polimerizaciéon de actina también desempefian un papel en la expresioén
de membrana de CR3

Después de confirmar que el entrecruzamiento de CD13 también influye en la expresiéon de membrana
de CR3, se investigo la posibilidad de que la via de sefializacién que controla este fenébmeno y la que
rige la activacion de CR3 compartieran algunos de sus componentes. Para esto, se pre-incubaron
macréfagos THP-1 con los inhibidores BAY (10uM), SKI-1 (20uM), U73122 (5uM) y Cyt D (10uM) o sin
ningun inhibidor (control) durante 3 horas en un medio sin suero. Luego, se recolectaron las células y
se entrecruz6 CD13 en su superficie. Finalmente, se midi6 la expresion de membrana de CR3
utilizando citometria de flujo. La Fig. 7A muestra histogramas representativos comparando las células
tefiidas con anti-CD11b (total) después de la estimulacion mediante el entrecruzamiento de CD13 en
presencia de los diferentes inhibidores. El patrén es similar al observado en la activacion de CR3: BAY
potencia la sefial producida por el anticuerpo acoplado a fluorocromo en comparacion con el control,
mientras que Cyt D, SKI-1 y U73122 la disminuyen. Tales diferencias se confirmaron estadisticamente
y se representan en la Fig. 7B, donde se muestran el promedio y la desviacion estandar de la
proporcion de cada muestra incubada con inhibidor en comparacién con su respectivo control. El valor

de p para SKI-1 fue <0.0001, <0.001 para BAY y Cyt D, y 0.0221 para U73122 (n = 3). Estos resultados
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indican que Syk, Src, PLCy y la polimerizacion de actina tienen un papel en la expresion de membrana
de CR3 influenciada por el entrecruzamiento de CD13. La Fig. 8 muestra una comparacion de la

relaciébn entre la activacion/expresion de CD11lb en células entrecruzadas en presencia de los
diferentes inhibidores.
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Figura 7. La inhibicion de Src, PLCy y la polimerizacion de actina reduce la expresion de membrana de CR3
desencadenada por el entrecruzamiento de CD13. La inhibicidon de Syk la potencia. (A) Histogramas representativos de
la expresion de membrana de CR3 en macréfagos THP-1 con CD13 entrecruzado en presencia de inhibidores para Syk
(BAY), la polimerizacion de actina (Cyt D), PLCy (U73122) y Src (SKI-1). (B) Promedio y desviaciones estandar de la iMIF a
partir de 3 experimentos independientes. ANOVA de una via, seguido de prueba de comparaciones multiples * p < 0.0221,
% p < 0.001, *** p < 0.0001.
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Figura 8. La proporcion de CD11b activado con respecto a su expresion total en la membrana cambia con los
inhibidores de PLCy y Src, pero no con los de Syk o la polimerizacion de actina. Promedio y desviaciones estandar de
la relacion de activacion/expresion de CD11b en macrofagos THP-1 con CD13 entrecruzado en presencia o ausencia (control)
de diferentes inhibidores, n=3, ANOVA de una via, seguido de prueba de comparaciones multiples ** p < 0.01, **** p < 0.0001,

ns = no significativo.

6.5 La activacion de CR3 desencadenada por el entrecruzamiento de CD13 se acompafia de la

secrecion de citocinas inflamatorias

Las células del sistema inmunolégico cominmente responden a estimulos mediante la secrecién de
citocinas. La variedad de citocinas secretadas determina los eventos subsecuentes al estimulo original
(por ejemplo, inflamatorios o antiinflamatorios). Es asi como estas proteinas ayudan en gran medida a
coordinar la respuesta local y sistémica. Por lo tanto, es de interés conocer el entorno generado, es
decir, el perfil de citocinas que acompafia a la activacion de receptores inmunolégicos, en este caso,
CD13 y CR3. Considerando esto, se midié un panel de 12 citocinas. De manera paralela se sometié a
dos muestras de macréfagos derivados de células THP-1 al protocolo de activacion de CR3 (dos
incubaciones de 30 minutos a 4 °C, tres lavados y una incubacion de 10 minutos a 37 °C). En un caso
las células fueron incubadas sin anticuerpos (control) y en el otro, con anticuerpos primarios (mAb C)
y secundarios (sec) para entrecruzar a CD13. Luego de la dltima incubacién (10 minutos a 37 °C), se
recolectaron los sobrenadantes libres de células y se utilizaron para determinar IFN-a, IFN-y, IL-12p70,
IL-17a, IL-6, IL-1B, IL-2, IL-8, IL-4, IL-10, CCL2 y TNF-a. Esto se repiti6 tres veces. Solo las citocinas
proinflamatorias IFN-a (p = 0.0154), IFN-y (p < 0.01), IL-12p70 (p = 0.0283) e IL-17a (<0.01) tuvieron
un aumento significativo en su concentracion en comparacion con el control, como se observa en la
Figura 9. La concentracion de los interferones alcanzé un promedio de 30 pg/mL; es decir, un aumento
con respecto a sus controles de 9.4 y 6.7 veces para IFN-a e IFN-y, respectivamente. Las IL-12p70 e

IL-17 se encontraron a una concentracion promedio de 8 pg/mL; es decir, un aumento con respecto a
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sus controles de 2.3 y 1.9 veces para IL-12p70 e IL-17a, respectivamente. A pesar de que otras

citocinas como

significativamente diferentes de sus controles.

IL-8, TNF-a y CCL2 tienen concentraciones mas altas, estas no fueron
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Figura 9. La activacion de CR3 desencadenada por el entrecruzamiento de CD13 se acompafia de la secrecion de

citocinas proinflamatorias. Cuantificacién de 12 citocinas presentes en el sobrenadante de células con CD13 entrecruzado
y sus células de control tratadas sin anticuerpos. * p < 0.05 (0.0154 para IFN-a y 0.0283 para IL-12p70), ** p < 0.01, ns = no

significativo. Promedio y desviaciones estandar a partir de 3 experimentos independientes.
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6.6 La red de interacciones de proteinas asociadas mas cercanamente de manera funcional a
CD13, Syk y CR3 (CD11b/CD18) se compone de 76 proteinas

Los resultados anteriores mostraron que el entrecruzamiento de CD13 en macréfagos humanos
primarios (MDM) y de linea celular (THP-1) induce la conformacién de alta afinidad de CR3 y su
expresion en la membrana plasmatica. Por lo tanto, se recurrié a bases de datos bioinforméticas para
ensamblar una red de interacciones compuesta por las moléculas asociadas funcionalmente a CD13,
CR3 y Syk, una de las moléculas exploradas en los ensayos de inhibicion quimica y una cinasa de
sefalizacién clave en el sistema inmunoldgico, en particular en las células mieloides, para proponer un
modelo de mecanismo secuencial para la via de sefalizacién “inside-out” que podria explicar la

activacion de CR3 luego del entrecruzamiento de CD13.

Con el objetivo de tener una visiébn amplia de las posibles moléculas involucradas en un fenémeno que
parecia tener mas ramificaciones de las que se pensoé inicialmente, se decidié utilizar herramientas
bioinformaticas para construir una red de interaccion de proteinas. Dicha red se construyé a partir de
la informacién disponible en bases de datos publicas, la literatura y trabajos experimentales previos de
nuestro laboratorio, y sirvié de guia para determinar el conjunto de proteinas y vias que probablemente
participan en la cascada de sefializaciéon “inside-out” de CD13-CR3. Las proteinas para la red de
interaccion se seleccionaron con base en los requisitos fundamentales de la via de sefializacion
particular que se buscaba proponer, es decir, cinasas no receptoras, proteinas adaptadoras capaces
de vincular a CD13 con otros componentes de la via, especialmente Syk, y moléculas reguladoras
tales como fosfatasas o ubiquitina ligasas. También se consideraron otros receptores que nos pudieran
proporcionar conocimiento sobre los mecanismos reportados para las interacciones “inside-out”,
especialmente aquellos que tuvieran similitud con los receptores estudiados, CD13 y CR3:
metaloproteasas, receptores fagociticos, integrinas y otras moléculas de adhesion. Dado el alto
namero de candidatos potenciales, los nodos de la red se seleccionaron utilizando el puntaje de

interaccion previsto, la funcion bioldgica y la presencia en el tipo celular deseado.

Se ensambl6 una red de interacciones de moléculas asociadas funcionalmente con CD13, Syk y CR3
seleccionando las proteinas con las puntuaciones combinadas mas altas (= 0.8) de la base de datos
STRING?®, asi como aquellas cuya asociacion funcional ha sido demostrada experimentalmente por
nuestro grupo y otros autores. El elemento de mineria de texto de STRING y las bases de datos The
Gene Cards®’ y PubMed® se utilizaron para confirmar que las proteinas seleccionadas estuvieran
presentes en el linaje mielomonocitico. La figura 10 presenta los grupos de ontologia principales de las

proteinas seleccionadas. Para aquellos nodos de consulta que resultaran en mas de 50 proteinas con
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Figura 10. Ontologia molecular de las proteinas seleccionadas mediante bases de datos informéaticas. Este diagrama
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en Adobe lllustrator 2020.
29



puntuaciones combinadas mayores o iguales a 0.8 se analizaron las 50 moléculas con las
puntuaciones mas altas. El objetivo de esta red fue restringir el numero de proteinas y vias de

sefalizacién que potencialmente participan en la cascada de senalizacion “inside-out” de CD13 a CR3.

Utilizando a Syk como nodo de consulta, se obtuvo una primera capa de interacciones de 158 proteinas
con puntajes combinados de STRING por encima de 0.9. Cabe resaltar dos criterios de exclusién para
las proteinas que formarian parte de la red. En primer lugar, se buscaba que fuesen los aquellas que
interactuaran con los nodos de consulta (CD13, CR3 y Syk) con la mayor probabilidad, de tal manera
gue en general se consideraron Unicamente aquellos que pertenecian a la primera capa de
interacciones, es decir, que no habia una molécula que actuara de puente entre la proteina de eleccion
y el nodo de consulta, dicho de otra manera, que la interaccion fuera lo mas directa posible. Esto se
logré con todos los nodos de consulta excepto con CD13 debido al numero tan reducido de moléculas
en su primera capa de interacciones. En segundo lugar, en el caso de resultados en donde el nimero
de proteinas que interactuaban con el nodo de interrogacion excedia el nimero limite de moléculas a
analizar (50), no se incluyeron las interacciones por debajo de este puntaje, es decir, aquellas entre
0.8 y 0.9. Se seleccionaron veintinueve entradas de acuerdo con los criterios establecidos, es decir,
representando interacciones funcionales conocidas de CD13 y/o CR3 o elementos potenciales para la
via de sefalizacion “inside-out” que los conecta. Dos de estas proteinas también se seleccionaron en
los analisis de CD11b y CD18. La Fig. 11 y la tabla 1 del Anexo incluyen las proteinas seleccionadas
para ensamblar la red, y el diagrama de Venn (Fig. 11) permite identificar aquellas moléculas comunes

a dos 0 mas consultas.

Dado que CR3 esta formado por dos cadenas polipeptidicas, CD11b (ITGAM) y CD18 (ITGB2), ambas
se sometieron a la busqueda y analisis. Para CD11b, la primera capa de interacciones con puntajes
combinados de STRING por encima de 0.9 consistié en 167 proteinas, lo que resulté en 22 moléculas
de interés. Diez de estas también se seleccionaron para CD18, asi como las dos mencionadas
previamente tanto para Syk como para CD18. El uso de CD18 como nodo de consulta resulté en 184
interacciones con un puntaje combinado de 20.9. Se eligieron veinticinco moléculas de interés, trece
de las cuales eran exclusivas de CD18, y el resto se compartia con Syk y CD11b, como se menciono

anteriormente.

El uso de CD13 como la consulta arroj6 veintisiete moléculas con puntajes de interaccion combinados
de STRING de 0.8 0 mas; estas se filtraron a cuatro proteinas de interés utilizando el criterio de ser
inhibidores o potenciadores de sefiales rio abajo, moléculas de adhesion o correceptores que, segun
la mineria de texto, podrian proporcionar informacion sobre las vias de sefalizacion necesarias para

la interaccion con CD13. Finalmente, se incluyeron otras doce proteinas cuya interaccion con CD13 se
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Figura 11. La consulta e interpretacién de bases de datos bioinforméticos con respecto a CD13, Syk y CR3
(CD11b/CD18) resulté en 64 moléculas no redundantes que pudieran participar en la sefializacion “inside-out” entre
CD13 y CRa3. El diagrama de Venn muestra cada nodo de consulta de las bases de datos (STRING, Gene Cards y PubMed)
como un circulo, dentro de ellos se encuentran las proteinas de interés seleccionadas segun nuestros criterios, las moléculas
que se seleccionaron en mas de una consulta se encuentran en las intersecciones. Las areas grises representan

intersecciones sin proteinas en comin. Esta imagen se realizo en Adobe lIllustrator 2020.
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determiné previamente de manera experimental por nuestro grupo y otros (SYK, GRB2, PI3K, FAK,
IQGAP1, SRC, JNK, p38, MEK-1, PKC, ERK 1/2 y SOS1)!¥%°4! |a Fig. 12 muestra la red de
interacciones obtenida, compuesta por 76 proteinas no redundantes. Es importante destacar que las
lineas y burbujas de color rosa representan interacciones determinadas experimentalmente, incluidas
las contribuidas por este estudio. Una lista detallada de todas las proteinas en la red, sus principales
caracteristicas y sus nodos de consulta correspondientes se presentan en la Tabla 1 del Anexo. A
continuacién, con base en la red de interacciones generada, se construyd un modelo de mecanismo

secuencial de la via de sefializacion “inside-out” de CD13-CR3.
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Figura 12. Lared de interaccion de proteinas de interés asociadas con CD13, Syk y CR3 contiene 76 nodos. Lared de
interaccion de los socios funcionales de CD13, Syk y CR3 contiene 76 proteinas. Resultados no redundantes del andlisis de
moléculas que interactian con CD13, Syk y CR3 con el mayor puntaje de interaccién en STRING. Las lineas y burbujas de
color rosa representan las interacciones determinadas experimentalmente en nuestro laboratorio y por otros. Esta imagen se

realizdé en Adobe lllustrator 2020.

6.7 Modelo del mecanismo secuencial de la via de sefalizacion “inside-out” de CD13 a CR3

La Fig. 13 representa el modelo de mecanismo secuencial que planteamos como explicacion para los
eventos de activacion y expresion de membrana de CR3 que ocurren como consecuencia de la
estimulacion de CD13. En este trabajo se propone que, tras el entrecruzamiento con anticuerpos, los
dimeros de CD13 son fosforilados en su parte intracelular (Tyr6), muy probablemente por Src *°. Esto
podria crear un sitio de anclaje para proteinas andamiaje o adaptadoras como Grb2, Grap2 o Gab2.
Posteriormente, otras moléculas como Sos1, Syk y otras tirosina-cinasas no receptoras y fosfatasas
como SHP-1 (PTPNG) podrian ser reclutadas y activadas. A continuacion, PLCy seria activada por una

de esas cinasas, por ejemplo, PI3K. PLCy produce IP3 y DAG. Dado que el IP3 induce la liberacion de
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Ca?* del reticulo endoplasmico, las enzimas dependientes de Ca?* podrian llevar a CR3 a hacer la
transicion del estado de baja afinidad al de alta afinidad. Por ejemplo, la calpaina puede cortar y activar
alatalina (TLN1/2) (revisado en #?), que, junto con la kindlina, desestabiliza la interaccién CD18-CD11b
interfiriendo con el puente salino entre las subunidades de la integrina®®, activandola de esta manera.
Es importante destacar que la liberacion de Ca?* es un efecto conocido del entrecruzamiento de CD13
por anticuerpos especificos!®. Otra posibilidad es la intervencion de los factores de intercambio de
nucleétidos GDP/GTP (GEF) de Rapl, CalDAG-GEFI o I, que pueden activarse tanto directamente
por el DAG producido por PLCy como por el Ca?* liberado en el citoplasma en respuesta a IP3%. En
este caso, el GEF de Rapl

catalizaria el intercambio de GDP/GTP en Rapl y, después de la fosforilacion por una cinasa como
Fak o Src, la proteina RIAM se uniria a Rapl a través de su dominio de asociacion a Ras, y a PIP2
dentro de la membrana celular a través de su dominio de pleckstrina®. Rapl también se ancla a la
membrana e interactda con talina y kindlina, que, como se menciond anteriormente, pueden activar
CR3. Cabe mencionar que todas las PLC también pueden anclarse a la membrana plasmatica a través
de un dominio de pleckstrina®. Adicionalmente, en este trabajo se propone que existe un mecanismo
en paralelo para controlar la expresion de membrana de CR3. Una posibilidad es que el receptor entre
en un ciclo de endocitosis mediado por clatrina, se transporte a endosomas de clasificacion y, después
sea reciclado a la membrana o bien sea ubiquitinado y degradado?’. El papel de Syk en este ciclo es
la fosforilacién de miembros de la familia de proteinas ubiquitina-ligasas Cbl, como Cbly Chl-b, ambos
presentes en la red de interaccion®®. Por lo tanto, estas ligasas podrian ubiquitinar una proporcion de
las moléculas de CR3 en el endosoma de clasificacion, dirigiéndolas hacia el compartimento
endosomal tardio, mientras que otra proporcién de las moléculas de CR3 endocitadas podria reciclarse
de nuevo hacia la membrana en un circuito corto mediado parcialmente por F-actina, el blanco de Cyt
D*. Esto es concebible ya que los monocitos/macréfagos derivados de médula é6sea murina deficientes
en Cbl muestran una adhesion mediada por integrinas 32 mejorada durante la activacion dependiente
de sefializacion “inside-out™®. Es importante destacar que la ubiquitinacién no significa necesariamente
gue las moléculas se degraden, ya que esta modificacion quimica puede eliminarse en los endosomas
tardios, y los receptores reciclarse de nuevo hacia el citoplasma o a las membranas celulares (circuito
largo), como ocurre con una proporcién de EGFR después de la terminacion de la sefalizacion

(revisado en®?).
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Figura 13. Modelo del mecanismo secuencial de la via de sefializacion “inside-out” de CD13 a CR3. Representacion
esguematica de los eventos principales propuestos dentro de la via de sefializacién tedrica que vincula el entrecruzamiento

de CD13 con la activacion y expresion de membrana de CR3. Esta imagen se realizé en Adobe lllustrator 2020.
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7. DISCUSION

CD13 es una ectopeptidasa que, junto con otras proteinas de membrana con actividad enzimaticas
como CD157, CD73, CD38 y CD26, puede iniciar eventos de sefializacion tras su estimulacion®>2, A
pesar de la necesidad de proteinas accesorias adicionales, la existencia de receptores sin actividad de
tirosina cinasa (no-RTK) como estas ectopeptidasas puede haberse conservado durante la evolucion
ya que proporcionan un control mas riguroso de la activacion celular en comparacion con los receptores
de tirosina cinasa (RTK). A diferencia de los no-RTK, los RTKs pueden experimentar una activacion
espontadnea por encuentros estocasticos en la membrana celular, lo que supone un riesgo cuando
estan sobreexpresados, ya que esto puede dar lugar al desarrollo de enfermedades. Por ejemplo, la
sobreexpresion del RTK receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico humano (HER2) se asocia con
diversos tipos de céancer, incluyendo cancer de ovario, préstata, gastrico, pulmonar y de mama.
Ademads, la activacion de HER2 sirve como un mecanismo conocido de resistencia al tratamiento

endocrino en modelos experimentales®.

CR3 es una proteina membranal heterodimérica formada por una cadena a (aM o CD11b) y una 8 (32
o CD18), es decir, forma parte del grupo de las integrinas 2, las cuales se expresan exclusivamente
en el sistema inmunitario de los vertebrados®. Estas integrinas pueden existir en dos estados
conformacionales principales que corresponden a una alta o baja afinidad por sus ligandos, referidos
como estados activo e inactivo, respectivamente. En el estado de baja afinidad las subunidades, que
se encuentran lado a lado y ligeramente empalmadas, estan flexionadas desde su segmento
intermedio hacia la membrana. El estado de alta afinidad se alcanza cuando las subunidades rotan y
se extienden mediante un movimiento similar al de una navaja de bolsillo (mecanismo “switchblade™®*),
haciendo completamente accesibles los dominos que forman el sitio de unién al ligando. Esta
activacion puede inducirse tanto por sefializacion “outside-in”, como por “inside-out” (revisado en®?).
Planteamos la hipétesis de que CD13 podria interactuar funcionalmente con integrinas como CR3 al
promover su activacion, teniendo en cuenta los dos datos siguientes. En primer lugar, la estimulacion
de muchos receptores inmunes activa CR3 a través de la sefializacion de “inside-out”, incluyendo,
entre otros, a CD14, TLR2, TLR4, TLR9 y FcyRs**%%, En segundo lugar, CD13 interactia
funcionalmente con otros receptores inmunes, por ejemplo, el entrecruzamiento de CD13 con
anticuerpos monoclonales aumenta la eficiencia fagocitica de particulas dirigidas a FcyRs?. Es
importante destacar que, si bien es posible que al ser CD13 una proteina multifuncional reconozca a
una variedad de ligandos naturales que estimulen la transduccion de sefiales, éstos no se conocen
aun. Por lo que hasta ahora el entrecruzamiento utilizando anticuerpos ha sido el estimulo de eleccién

para este receptor83949,
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Encontramos que CD13, un no-RTK con una porcion citoplasmatica corta y sin motivos de sefializacion
canoénicos*, activa CR3 y controla su expresion en la membrana. Notese que la expresion de CD11b
en la membrana no siempre indica activacién, como se muestra en las diferentes proporciones de
activacion de CD11b/CD11b total en células tratadas con varios inhibidores. Esto respalda la idea de
gue el entrecruzamiento de CD13 desencadena dos fendmenos distinguibles: la expresion de
membrana, que involucra a Syk y a la polimerizacién de actina, y la activacién, que involucra a PLCy.
Ambos fendmenos se encuentran desglosados en el apartado 6.7 de las seccién de resultados
(“Modelo del mecanismo secuencial de la via de sefializacion “inside-out” de CD13 a CR3"). Es
importante destacar que el entrecruzamiento de CD13 es necesario para iniciar estos eventos de
sefializacion ya nuestros datos indican que en ausencia de anticuerpos o en presencia Unicamente de
anticuerpos primarios o secundarios, CR3 se internaliza y solo se recicla de nuevo a la membrana
mediante el entrecruzamiento de CD13, resta por determinar si este mecanismo es dependiente o
independiente de clatrina, ya que ambas opciones se han reportado para CR3%":%8,

Los niveles de CD11b aumentan cuando los monocitos se diferencian en macréfagos, es decir, es un
marcador de diferenciacion. Esto explica parcialmente el mayor potencial de los macréfagos para la
movilidad, adhesion y fagocitosis en comparacion con sus precursores®. Tras la estimulaciéon de los
receptores inmunes, los factores asociados se activan y, en muchos casos, su expresion génica
aumenta®. Sin embargo, el entrecruzamiento de CD13 en la superficie de los macréfagos a 4°C,
seguido de una breve incubacion de diez minutos a 37°C, resulta en una expresion aln mayor de
CD11b en la membrana celular que los niveles de diferenciacién inicial (a los que nos referimos como
"pre-tratamiento” en este texto). La interpretacion de este fenbmeno es que, en primer lugar, ciertos
escenarios in vivo requieren que los niveles de CD11b en la membrana aumenten a tiempos mas cortos
de lo permitido por la expresién génica. De ahi la existencia de reservorios de receptores en forma de
vesiculas intracelulares®. En segundo lugar, CD13 puede funcionar como centinela, detectando
estimulos que requieren la activacion y participacion de CD11b, facilitando asi una respuesta rapida a
los desafios inmunolégicos. Las integrinas 2, como CR3, participan tanto en procesos fisioldgicos
(e.g. adhesién, migracion celular, fagocitosis) como en fisiopatolégicos (invasion tumoral), por lo que
es de gran importancia estudiar y entender los mecanismos que regulan su expresion y activacion. Se
pueden distinguir varios niveles de regulacion de dichos mecanismos, desde el control de los cambios
conformacionales (mediante sefializacion “outside-in” e “inside-out”) que se reflejan en las diferentes
afinidades por sus ligandos, hasta la internalizacion y reciclamiento de secciones de la membrana
plasmatica que contienen un gran nimero de estos receptores®e. Inicialmente, la expresion de
membrana de las integrinas sintetizadas de novo parece estar mediada por talina ya que, ademas de
unirse a la porcion intracelular de las integrinas, presenta motivos putativos de exportacion del reticulo

endoplasmico, sin embargo, alin no se conocen los detalles de este fendmeno®. En cuanto a la
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internalizacion de las integrinas, se conocen mecanismos dependientes e independientes de clatrina.
Los primeros son los mas abundantes y estudiados; mientras que los segundos incluyen a la
micropinocitosis y la formacién de caveolas 1. Una vez que se internalizan, las integrinas pueden ser
degradadas en lisosomas, lo cual requiere la ubiquitinacion de la cadena a, o ser recicladas a la
membrana por una via corta mediada por Rab4, o por una via larga que pasa por el compartimento de
reciclaje perinuclear y es mediada por Rab11 o Rab25%. La internalizacién y reciclaje de integrinas es

de especial importancia para la adhesion y migracion de células adherentes®?.

La seleccion de los diferentes inhibidores utilizados durante la realizacion de esta tesis se basoé en los
siguientes datos. Subramani y cols.*® demostraron que el entrecruzamiento de CD13 en la linea celular
monocitica humana U937 induce la adhesién a células endoteliales, y que este fendmeno esta
relacionado con la fosforilacion del receptor por Src, asi como con el reclutamiento de maquinaria de
union al citoesqueleto. Por lo tanto, se seleccionaron SKI-1y Cyt D como posibles inhibidores de la via
de sefializacién de CD13 a CR3. Se probd BAY, un inhibidor de Syk altamente selectivo y ampliamente
utilizado®-°¢, debido a que Syk actia rio abajo de varios receptores inmunes en células
mielomonociticas, incluyendo CD13 e integrinas®%¢. De hecho, Zheng y cols.%® demostraron que
después de que la glicoproteina VI de plaquetas humanas se une a su ligando, el colageno, se
desencadena una via de sefializacion “inside-out”, activando Syk, que fosforila a PLCy, lo que lleva a
la activacion de la integrina allbp3. De ahi nuestra decisién de incluir también al inhibidor de PLCy,
U73122.

Nuestro modelo de mecanismo secuencial esta respaldado tanto por interacciones predichas por
STRING como por datos experimentales previos, lo que hace que la via sea teéricamente concebible.
Por ejemplo, elegimos Grb2 como una molécula adaptadora que conecta CD13 y Syk basandonos en
hallazgos previos de nuestro laboratorio, en los que se reporta que CD13 entrecruzado co-precipita
con Grb2. Ademas, esta molécula se asocia con Shc, Src, Syk y SHP-1 durante la sefalizacion “inside-
out” entre CD32a y la integrina allbB3 en plaguetas humanas?’¢’. Se han observado vias similares en
otros sistemas, como la union de PSGL-1 de neutréfilos humanos a las selectinas P y E endoteliales,
activando asi las integrinas B2 CR3 y LFA-1 (revisado en'!). Otro ejemplo es Rap1, elegido por ser un
regulador clave de la activacion “inside-out” de integrinas fagociticas como CR3, donde convergen
sefiales de varios receptores®. Estos hallazgos resaltan la eficacia de combinar enfoques
experimentales y bioinforméticos para dilucidar vias de sefalizacién complejas. Nuestro modelo amplia

la comprension de esta intrincada cascada de sefializacién “inside-out”.

Anteriormente se ha relacionado la produccién de citocinas con la expresién de CD13 en varios tipos

celulares y contextos®®-"3. Sin embargo, solo un pufiado de estudios han reportado la secrecion de
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citocinas como resultado de la estimulacién de CD13 en células mieloides humanas. En un trabajo
reciente de nuestro grupo, Pérez-Figueroa y cols.* incubaron neutréfilos humanos durante 24 horas
con los mismos anticuerpos primarios y secundarios que utilizamos en este estudio. Se utilizé un
ensayo multiplex basado en perlas para determinar la produccion de IL-1B, TNF-qa, IL-8, IL-6 e IL-10
en los sobrenadantes libres de células. De estos, solo IL-1B y TNF-a mostraron un aumento
significativo en comparaciéon con el control. Del mismo modo, Santos y cols.!® demostraron que la
ligacion de CD13 en monocitos humanos U937 aumenta la expresiéon del ARNm de IL-8, alcanzando
su punto maximo a las 2 horas de incubacién. En contraste, Villasefior-Cardoso y cols.?®> examinaron
sobrenadantes de cDCs y macrdfagos derivados de monocitos humanos en busca de IL-6, IL-12, IL-
10 y TNF-a, pero no encontraron un aumento en su concentracion después de 18 horas de
entrecruzamiento de CD13. Este resultado podria deberse al uso de ELISA tipo sandwich, un método
menos sensible. En este trabajo, medimos un panel de 12 citocinas y detectamos la presencia de
citocinas proinflamatorias que acompafian la activacién y el aumento en la expresion de la membrana
de CRS3 tan pronto como 10 minutos después del entrecruzamiento de CD13. Especificamente, IFN
tipo 1 (IFN-a) y 2 (IFN-y), IL-12p70 e IL-17a aumentaron significativamente. Como era de esperar para
un tiempo tan corto después de la estimulacion, las concentraciones fueron mas bajas que lo que otros
autores han reportado para macréfagos THP-1. Por ejemplo, detectamos aproximadamente 8 pg/mL
de IL-12, mientras que Shabir y cols.”* y Souissi y cols.” reportaron que los macréfagos THP-1
producen 100-125 pg/mL de IL-12, aunque de 4-18 horas después de la estimulacién con 100 ng/mL
de LPS, un potente inductor de citocinas proinflamatorias. Del mismo modo, Zhou y cols.”® reportaron
gue 24 horas después de la infeccién con Mycobacterium tuberculosis, los macr6fagos THP-1 secretan
casi 300 pg/mL de IL-12. Por lo tanto, cuando se considera tanto el tiempo después de la estimulacién
como el método de deteccion, se hace evidente que aun existe una brecha de conocimiento con
respecto a la respuesta temprana de citocinas después del entrecruzamiento de CD13. Por lo tanto,
son necesarios experimentos de seguimiento y monitoreo de la expresion y secrecion de citocinas
entre 10 minutos y 18-24 horas para determinar si el entrecruzamiento de CD13 puede inducir
concentraciones de citocinas similares a otros estimulos proinflamatorios. Sin embargo, las citocinas
gue detectamos son biolégicamente relevantes para los procesos asociados a CD13. Los IFN tipo 1
son citocinas candénicas secretadas como parte de la respuesta antiviral’’; por lo tanto, se espera que
un receptor viral, como CD137%7°, impulse su produccién. Esto se evidencia en el trabajo de Yamaya
y cols.®, quienes demostraron que los IFN tipo 1 se secretan después de que el coronavirus humano
229E, uno de los varios que causan resfriados comunes, interactia con su receptor CD13 en la
superficie de las células epiteliales nasales y traqueales humanas. IL-12 es una citocina secretada de
manera temprana por células mieloides en respuesta a PAMPs y DAMPs, e induce la expresion y
secrecion de IFN-y (revisado en8-8), Cabe destacar que la subunidad p70 también es una de las dos

subunidades que constituyen a IL-23, otro miembro de la familia de citocinas heterodiméricas IL-12.
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En cualquier caso, tanto IL-12 como IL-23 contribuyen a las funciones de las subpoblaciones de

linfocitos Thly Thl7, respectivamente.

CR3 es un receptor extraordinariamente promiscuo al que se le conocen mas de 100 ligandos,
incluyendo opsoninas (e.g. iC3b), acidos nucléicos (e.g. DNA), PAMP/DAMP (e.g. B-glucano, LPS),
otros receptores (e.g. RAGE, FcyRs), etc®. Por lo que ciertamente existe la posibilidad de que la
estimulacion de CD13 resulte en la secrecion de moléculas capaces de activar a CR3 mediante
sefalizacién “outside-in”. Sin embargo, en el contexto de los experimentos realizados en este trabajo
se deben considerar al menos tres factores: el primero, las moléculas que se secretan al estimular a
CD13. Hasta ahora unicamente se ha reportado la produccion y liberacion de especies reactivas de
oxigeno y de algunas citocinas luego de la estimulacibn de CD13 con presas fagociticas y/o
entrecruzamiento mediante anticuerpos monoclonales!®4°. Segundo, la concentracion de citocinas y el
tiempo de exposicion a ellas que se sabe tienen efecto sobre la expresion y los fenémenos en los que
participa CR3. Por ejemplo, Munawara et al.®®> encontraron que exponer MDM a 40 ng/ml IL-13, TNF-
a o IL-10 durante 24 h aumenta la expresion del mRNA de CD11b, mientras que la exposicion a 40
ng/ml IL-1B3, TGF-B1 o GM-CSF la disminuye, en tanto que la incubacion con 40 ng/ml LT-a, IFN-y, IL-
4, 1L-6 o M-CSF no tiene efecto. Otro ejemplo es el trabajo de Cross et al.?¢, donde se observé que
incubar MDM durante tres dias con 10 U/ml TNF-a + GM-CSF incrementa su capacidad para fagocitar
Cryptococcus neoformans a través de CR3. Y tercero, hasta el momento no se ha reportado a alguna
citocina como ligando de CR3, sin embargo, como lo sefiala Ehlers®’, es comln que la secrecién de
dichas moléculas subsiga a la activacion de este y otros PRR, por lo que se puede ver como un
segundo nivel de activacion celular, junto con otros fendbmenos como la agregacion de PRR o la
cooperacion con otros receptores, como la que se da con CR4 o la inmunoglobulina receptora de
complemento. Por supuesto que quedaria pendiente examinar si algun posible ligando de CR3 es
secretado luego de la estimulacion de CD13, sin embargo, el hecho de que en los experimentos de
este trabajo los cambios en la activacion y en la expresién de membrana de CR3 se observen a tiempos
muy cortos (10 minutos) y que, tanto el tiempo de exposicion de las células a las citocinas (minutos vs
horas), como la concentracion de éstas (un orden de magnitud de diferencia), sean bastante menores
en comparacion con los que se ha reportado para que exista un efecto sobre CR3, son indicadores
importantes de que los fendmenos que aqui se reportan no estan siendo inducidos por un mecanismo

“outside-in”.

Nuestros resultados sugieren que CD13y CR3 (CD11b/CD18) podrian colaborar en diversas funciones
celulares, incluida la adhesion. Desde hace afios, se harelacionado a CD13 con eventos pro-adhesivos
como la agregacion®® y la invasion®, mientras que CR3 es conocido por sus propiedades adhesivas

y su activacion en respuesta a la estimulacion de otros receptores. Por ejemplo, en algunas personas
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gue reciben transfusiones de sangre, la activacion de CD11b desencadenada por autoanticuerpos del
antigeno 3a de neutréfilos humanos conduce a la acumulacion de neutréfilos en la microvasculatura
pulmonar, lo que provoca una grave lesién pulmonar aguda ligada a la transfusién®. Esto sugiere que
CD13y CR3 podrian participar en los mismos eventos de adhesidn durante la migracion transendotelial
relacionada con la inflamacion. Aunque nuestro grupo reporté previamente que la adhesion a células
endoteliales mediada por CD13 es independiente de integrinas*, es importante destacar que CD11b
no estaba entre las integrinas evaluadas. Esto podria explicar parcialmente la observacion de que el
entrecruzamiento de CD13 dificulta la migraciéon transendotelial in vivo*'. Dado que, como
demostramos, la activacion de CD11b es una consecuencia de la estimulacion de CD13, una
estimulacion constante de CD13 mantendria a CR3 activo y en contacto constante con sus ligandos
endoteliales como ICAM-1 e ICAM-2, JAM-A, JAM-C y RAGE’. Dicha estimulacién continua podria
llevar al arresto, polarizacion y la extensién celular, lo que potencialmente inhibiria la extravasacion®.
Aunqgue aun no se conoce con certeza, nuestros hallazgos sugieren que CD11b puede contribuir a
este proceso. Se necesita investigacion adicional para confirmar o descartar su participacion.

CD13 y CR3 también podrian colaborar en la fagocitosis, ya que ambos receptores realizan esta
funcion celular. Licona-Limén y cols.?® demostraron que CD13 es un receptor fagocitico primario, capaz
de mediar la internalizacion de presas fagociticas dirigidas hacia CD13 en macrofagos humanos y
monocitos THP-1. Incluso cuando se expresa en células HEK293 no fagociticas, CD13 les permite
internalizar el mismo tipo de particulas fagociticas. En cuanto a CR3, su participacion en la cascada
del complemento esta bien establecida. La activaciéon del sistema del complemento conduce a la
generacién de moléculas opsonizantes como iC3b, que son reconocidas por CR3 para facilitar la
fagocitosis (revisado en®). La fagocitosis mediada por CR3 puede ser potenciada sinérgicamente por
otros receptores, como CR1, CD14 y receptores carrofieros, por ejemplo, durante la internalizacion de
patégenos como Francisella tularensis®® y Borrelia burgdorferi®®. Teniendo en cuenta que CD13
también actla como un co-receptor para otros receptores fagociticos como los receptores Fcy y los
receptores de manosa?*73, es posible que exista una interaccion funcional similar entre CD13 y CR3,
al igual que ocurre entre CD44 y CR3, donde la fagocitosis mediada por CD44 desencadena, y

depende parcialmente de la activacién de CD11b%,

CD13 se encuentra sobreexpresado en muchos tipos de cancer, en los cuales la adhesiéon y la
movilidad celular, fendbmenos relacionados desde un punto de vista mecanicista, contribuyen de
manera decisiva a la progresion tumoral®®—°8. Desde hace tiempo, la actividad de peptidasa de CD13
ha sido relacionada con la capacidad de las células de leucemia mieloide para resistir la apoptosis. El
grupo de investigacion del Profesor Kiyohiko Hatake en la Fundacion Japonesa de Investigacion del
Céancer ha dedicado décadas a investigar este fendbmeno y ha reportado que cuando las células

leucémicas se adhieren a las células endoteliales vasculares, CD13 facilita la degradaciéon de la

40



citocina pro-apoptética IL-8 producida por el endotelio®®1%, Por lo tanto, proponemos que CD13
desempefia un doble papel en este proceso. Inicialmente, promueve la adhesion de las células
leucémicas al endotelio, un paso critico en cualquier cascada metastasica, al activar CR3 y
potencialmente otras moléculas de adhesion. Posteriormente, su actividad de peptidasa contribuye a

la supervivencia celular al degradar a moléculas pro-apoptéticas secretadas por el sistema vascular.

7. PERSPECTIVAS

La investigacion a futuro sobre la activacién de CR3 como consecuencia de la estimulaciéon de CD13
deberia centrarse en identificar las funciones especificas que son coordinadas por estos receptores,
es decir, en comprender el impacto funcional del entrecruzamiento de CD13 en la adhesion y la
fagocitosis mediadas por CR3. También sera necesario evaluar la participacion de otros componentes
de la via de sefializacion propuesta que controlan de manera particular tanto la activacién, como la
expresion de membrana de CR3, tanto in vitro como in vivo. Un posible enfoque seria utilizar una
estrategia de tamizado por CRISPR-Cas9 para interrumpir los genes que codifican los componentes
de la via de sefializacion de manera individual en células inmortalizadas y luego expandirlas en lineas
celulares. Esto permitiria la caracterizacion de diversos aspectos de la via de sefalizacion, incluyendo
la temporalidad de los eventos y las consecuencias de la ausencia de cada proteina. Ademas, seria
importante evaluar la fosforilacion en serina 8 y 10 en la porcién citoplasmatica de CD13, ya que aln
no se ha reportado y podria representar sitios de anclaje adicionales para proteinas accesorias. Esta
informacidn podria proporcionar la base para el disefio de terapias que inhiban o potencien actividades
celulares especificas para prevenir la propagacion de los canceres en los que CD13 esta

sobreexpresado.
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8. CONCLUSIONES

En este estudio se utilizaron macréfagos humanos primarios (MDM) y diferenciados a partir de una
linea celular monocitica (THP-1) para demostrar que la estimulacién de la proteina multifuncional de
membrana CD13 por medio de su entrecruzamiento con anticuerpos monoclonales desencadena
eventos de sefalizacién que involucran a Src, Syk, PLCy y a la polimerizacién de actina. Esto se ve
reflejado en la activacion y la expresion de membrana del receptor CR3 (CD11b/CD18). Ademas, se
encontré que dicha activacion y expresion de membrana van a acompafiadas por la secrecion de
cantidades pequefias, pero estadisticamente significativas de las citocinas IFN-a, IFN-y, IL-12p70 e IL-
17a. Los datos experimentales y bioinforméticos obtenidos durante la realizacion de esta tesis, asi
como los disponibles en la literatura nos permitieron generar una red de interacciones de proteinas
gue sirvié de base para proponer un modelo de mecanismo secuencial para la sefalizaciéon “inside-
out” de CD13 a CR3.

En conclusion, la comprension de CD13 ha evolucionado desde ser considerado solamente como un
marcador de leucemia hasta identificarse como un receptor y una enzima multifuncional. Este estudio
revela que CD13 no solo desencadena una senalizacion “outside-in”, sino que también lo hace con la
sefalizacién “inside-out”’, lo que lleva a la activacion y expresion en la membrana de CR3
(CD11b/CD18), otro receptor inmunoldgico. Estos hallazgos resaltan la capacidad de CD13 para
inducir fenédmenos celulares comparables a los receptores fagociticos clasicos, a pesar de la ausencia

de motivos de sefializacién canoénicos.
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10. ANEXOS

l. TABLA A. Descripcién de las 76 proteinas que conforman lared de interacciones de

CD13, CR3 (CD11b/CD18) y Syk. Se enlista cada uno de los nodos de la red de

interacciones (Figura 3), su numero de la Comisién de Enzimas (EC) si es que tiene uno
asignado, otros nombres por los que se conoce a la molécula, algunos ejemplos de sus
funciones, especialmente los relevantes para su eleccion como parte de la red, la

molécula con la que se interrogo a la base de datos STRING y la puntuacién de

interaccion combinada que justificd su seleccion. Los datos fueron obtenidos de la base
de datos The Gene Cards, excepto en los casos donde esta indicada otra referencia.

Nodo Numero | Otros nombres por | Ejemplos de funciones Interaccién Puntuacién
EC los que se conoce por la que se | de
incluyé en la | interaccion
red (Nodo de | combinada
interrogacion)
e CD13 eReceptor Lagoi:jir:ico_26 N
: ; eReceptor de adhesion
® ﬁglnr;lopeptldasa N eMarcador de linaje
* mielomonocitico?*
ANPEP 34.112 aminopeptidasa  de |eProcesamiento de péptidos | NA — Nodo de | NA
membrana (hormonas(,j )quimiocinas y | Interrogacion
neuropéotidos
* Gp150 eReceptor viral (HCoV-229E,
HCMV)
» Tirosina cinasa no receptora
» Regulacion de inmunidad innata
y adaptativa, adhesion celular,
SYK 2.7.10.2 p72-Syk maduracién de osteoclastos, _NA - NOd_(’) de | NA
activacion  de  plaquetas, | Interrogacion
desarrollo vascular, etc.
e CD11b
e Subunidad o de CR3 Nodo de
ITGAM NA ° |ntegrina oM interrogaCién / NA /0.992
e Mac-1A CD18
* p170 » Receptor fagocitico
e CD18 » Receptor de adhesion en
 Subunidad p de CR3 | leucocitos 3 Nodo de
ITGB2 NA y CR4 » Regula migracion de neutrdfilos | interrogacion / | NA/0.992
e Integrina p2 CD11b
e Subunidad  de Mac-
1
e P95
e Proteina 2 de unién al |Proteina  adaptadora  que
receptor de factor de | Provee un vinculo critico entre
s receptores de superficie celular
GRB2 NA crecimiento para factor de crecimiento y la | CD13 I Syk NA/0.982
e ASH via de sefalizacion de Ras
o NCKAP2 -Eg)iel'na principal asociada a
e Homodlogo 1 de “Son [*Promueve el intercambio de
of Sevenless” GDP unido a Ras por GTP
. . e Probabliemente promueve la
* Factor de'r,‘t?rcamb'o activacion de Ras, regula la
SOsS1 NA de nucledtidos de | fosforilacion de ERK1L en | CD13 NA
guanina 1 respuesta  al ) factor  de
e GF1 crecimiento epidérmico
L]
e HGF

e Puede servir como una proteina
de andamiaje para la
organizacion de un complejo
multimolecular gue estaria en la
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IQGAP1

PTPRC

CD33

CD34

ITGAG

JNK74

NA

3.1.3.48

NA

NA

NA

2.7.11.24

Proteina 1 activadora | interface de las sefiales que

de GTPasa con

motivos 1Q
p195

HUMORFAO1

SAR1
KIAA0051

Receptor
fosfatasa

lleguen a la célula para la
reorganizacion del
citoesqueleto de actina en la
membrana plasmatica

eJuega un papel crucial en la
regulaciéon de la dindmica y en
ensamblaje del citesqueleto de
actina

* Se une a CDC24 activada pero
no estimula su actividad de
GTPasa

* Se asocia con Calmodulina

tirosina |* Receptor promiscuo de

de superficie celular que
desfosforila tirosinas en motivos

proteinas tipo C ITAM, ITIM o ITSM en otros

T200
Gp180
CD45
LCA

SIGLEC-3
Gp67
p67

NA

CD49f
Integrina a6
Integrina a.6b
VLA-6

JNK1:
SAPK,
PRKMS8

JNK2:
SAPK1a,
PRKM9

receptores, regulando  su
actividad. Por ejemplo, es
capaz de inhibir de la sefial anti-
fagocitica de SIRPA en
macréfagos y potenciar su
fagocitosis  dependiente  de
anticuerpos73

e Unibn a glucanos que
contienen acido sialico

e Participa en interacciones
célula-célula y en mantener a
las células inmunes en un
estado no activado

e Regula cascadas de
sefializacion via fosfatasas
SHP-1y SHP-2

e Posible molécula de adhesion
durante la hematopoyesis

e Puede actuar como andamiaje
para permitir a las células
madre anclarse a componentes
de la médula 6sea

* Presenta ligandos
(carbohidratos) a selectinas

* Marcador de células
progenitoras hematopoyéticas

» En complejo con la integrina 1
se une a NRG1 y es esencial
para la sefalizacion de NGR1-
ERBB

» Adhesion célula-célula y célula-
ECM

elas JNKs (cinasas de N-
terminal de c-Jun) son un grupo
de cinasas de proteina

MAPKS, activadas por mitdbgenos
JNK-46, | (MAPKs)

e Cinasas de serina/treonina no
receptoras

e Enzimas efectoras de vias de

MAPKO, sefializacién  inducidas  por
JNK-55, | receptores para: hormonas,

neurotransmisores, factores
morfogénicos, citocinas
inflamatorias, patégenos

intracelulares y extracelulares.

CD13

CD11b/CD13

CD13/CD11b

CD13

CD13

CD13

NA

0.97/0.814

0.922
0.981

0.867

0.944

NA
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p38

SRC

FAK

2.7.11.24

2.7.10.2

2.7.10.2

e JNKS3: MAPK10,
SAPK1b, PRKM10

o MAPK11: SAPK2,
p38-2, p388,
PRKM11

e MAPK12:  ERK-6,
SAPKS3, p38y,
PRKM12

e MAPK13:  SAPK4,
p385, PRKM13,

e MAPK14: p38a,
PRKM14/15,
SAPK2a

e p60-SRC
e SRC1
e ASV

e Tirosina cinasa de
proteinas 2

e PTK2

e Cinasa de adhesion
focal 1

® Participan en  vias de
sefializacion  activadas  por
estimulos intracelulares como
estrés oxidativo y dafo al ADN
Cinasa de serina/treonina no
receptora

Se han reportado cuatro
isoformas de esta proteina,
éstas son producidas por
transcritos resultantes  de
empalme alternativo

Cinasa activada por varios
estimulos de estrés ambiental y
citocinas proinflamatorias

Su activacion requiere de
fosforilacion por cinasas de
cinasas MAP (MAPKKSs) o de su
autofosforilacion inducida por la
interacciébn con la proteina
MAP3K71P1/TAB1

e Sus sutratos incluyen
reguladores de la transcipcion
(ATF2, MEF2C y MAX), el
regulador del ciclo celular
CDC25B vy el supresor de
tumores p53, lo cual sugiere
gue estas cinasas tienen un
papel en la transcripcion
relacionada al estrés y a la
regulacién del ciclo celular, asi
como en la respuesta al estrés
genotoxico.

Tirosina cinasa de proteinas no
receptora que es activada luego
de la estimulacion de una gran
diversidad de receptores
celulares, incluyendo de
respuesta inmune, integrinas y
otros receptores de adhesion,
tirosina cinasas de proteinas
receptoras, receptores
acoplados a proteinas G vy
receptores de citoquinas
Participa en las vias de
sefializacién que controlan un
amplio espectro de actividades
bioldgicas, incluyendo
transcripcion génica, respuesta
inmune, adhesion  celular,
progresion del ciclo celular,
apoptosis, migracion y
transformacion

El agrupamiento o] la
dimerizacion de receptores
tiene como consecuencia el
reclutamiento de Src a estos
complejos, en donde fosforila
los residuos de tirosina de los
dominios citoplasmicos de los
receptores

Tirosina cinasa de proteinas no
receptora

Juega un papel esencial en
migracién celular, adhesion,
extension, reorganizacion del
citoesqueleto de actina,
formacion y desensamble de
adhesiones focales y
protrusiones celulares,
progresion del ciclo celular,
proliferacion celular y apoptosis.
e Participa en la sefializacion
intracelular de integrinas

CD13

CD13

CD13

NA

NA

NA
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ERK 1/2

PKC

MEK-1

2.7.11.24

2.7.11.13

2.7.12.2

ERK1: MAPKS,
PRKM3, P44-MAPK,

ERK2: MAPK1,
PRMK1, P42-MAPk

PKCA: PKCa,
PRKACA

PKCB: PKCB1/2,
PKCB, PRKCB1/2

PKCG: PKCy, PKCC,
PRKCG

MAPKK1

Cinasa 1 de
MAPK/ERK

Cinasa 1 activadora
de ERK

PRKMK1

o MAP cinasas también
conocidas como cinasas
reguladas por sefales
extracelulares

* Se han reportado dos variantes
de empalme alternativo para
este gen, las cuales difieren en
sus regiones no traducidas

eSu activacion requiere la
fosforilacion por cinasas rio
arriba

eActlan como un punto de
integracion de multiples sefiales
bioquimicas, y estan
involucradas en una amplia
variedad de procesos celulares
como proliferacién,
diferenciacion, regulacién de la
transcripcion y desarrollo.

eLuego de su activacion, esta
cinasa se transloca al ndcleo de
las células estimuladas, donde
fosforila blancos nucleares.
También se ha sugerido que
actta como represor
transcripcional
independientemente de su
actividad como cinasa.

eSe considera una proteina
multifuncional

* PKCs clasicas o
convencionales

eCinasas de proteina en
serina/treonina, activadas por
Ca** 'y dependientes de
diacilglicerol

o Fosforila directamente blancos
como RAF1, BCL2, CSPG4,
TNNT2/CTNT y activa
cascadas de sefializacion que
involucran a ERK 1/2 vy
RAP1GAP

ePor lo anterior, las PKCs
clasicas estan involucradas en
la regulacion positiva y negativa
de la proliferacion celular,

apoptosis, diferenciacion,
migracion, adhesion,
tumorigénesis, hipertrofia

cardiaca, angiogénesis, funcion
plaquetaria e inflamacion

e Proteina de especificidad dual
(tirosina/treonina) que actia
como componente esencial de
la via de MAPK.

e Cuando se activan receptores
para ligandos extracelulares
como factores de crecimiento,
citocinas y hormonas, se activa
RAS, luego RAF1 y ésta activa
a las cinasas MEK1 y MEK2

* MEK1 y 2 funcionan
especificamente en la cascada
MAPK/ERK 'y catalizan la
fosforilacion de residuos
localizados en ERK1 y ERK2

» Existen cuatro PI3Ks Clase | en
mamiferos (a, B, 6, and y) que
estan cercanamente
relacionadas por homologia de
secuencia en el dominio
catalitico y en la generacion

CD13

CD13

CD13

NA

NA

NA
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PI3K

GAB2

GRAP2

CRKL

2.7.1.137

NA

NA

NA

e Cinasa de
fosfatidilinositol-4,5-
bifosfato 3

e Proteina de union 2
asociada a Grb2

e Pp100

e KIAAO0571

e Proteina adaptadora
2 relacionada a Grb2

e Proteina adaptadora
GRID

e Grf-40

¢ Mona

e GADS

e Protoncogene
parecido a CRK

preferencial de PIP; a a partir de
PIP,y ATP75

o Esta involucrada en respuestas
inmunes inflamatorias y
alérgicas

* Modula la quimiotaxis a sitios de
inflamacién y en respuesta a
agentes quimioatrayentes

e Puede controlar la polarizacién
y migracién de leucocitos
mediante la regulacion de la
acumulacion espacial de PIP3,
y regulando la organizacién de
la formacion de F-actina y de la
adhesién basada en integrinas
en el borde de avance

* PIK3y (PIKCG) y PIK33 (PIKCD)
participan en el estallido
respiratorio,  quimiotaxis y
extravasacion de neutréfilos

» PIK3y (PIKCG) y PIK3B (PIKCB)
promueven la  agregacion
plaquetaria y la trombosis

e PIK3y (PIKCG) regula la la
funciébn adhesiva de las
integrinas allb/B3
(ITGA2B/ITGB3) en plaquetas,
a través de un mecanismo
dependiente de actividad de
cinasa de lipidos rio debajo de
P2Y12

eProteina adaptadora y
reguladora que actia rio debajo
de varios receptores de
membrana, incluyendo aquellos
para citocinas, antigenos,
hormonas, ECM vy factor de
crecimiento.

eJuega un papel en la activacion
y desgranulacion de mastocitos
a través de la regulacion de la
cinasa de PI3 durante la
respuesta alérgica.

eEstd involucrada en la
regulacion de la proliferacion
celular y hematopoyesis

o Adaptador molecular implicado
en la activacion de células Ty la
diferenciacion de macrofagos76

eMolecula adaptadora que se
asocia con proteinas como
WASP, paxilina, Stat-5y Syk en
plaguetas®

eParticipa en complejo con Stat-
5, en la polarizacion de
macréfagos M1 y en la
respuesta inflamatoria77

eEs parte de la via de
sefializacion del receptor de
regulacion negativa de células
mieloides CD200R78

* Participa en la sefializacion que
media la inhibicibn de la
proliferacién  regulada  por
interferén en células
hematopoyéticas79

CD13

Syk

Syk

Syk

NA

0.970

0.977

0.981
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NCK1

PTPN6

TYROBP

CD72

CBL

CBLB

NA

3.1.3.48

NA

NA

2.3.2.27

2.3.2.27

e Proteina adaptadora

NCK 1

e Proteina adaptadora

SH2/SH3 NCK-a

e SHP-1
e Tirosina fosfatasa de

proteinas no
receptora tipo 6

e Tirosina fosfatasa de

proteinas de células
hematopoyéticas

e HCP
e PTP1C

e Proteina de union a

cinasas de tirosina

e DAP12
o KARAP
e PLOSL1

LYB2

e Ubiquitina-proteina

ligasa E3

e Protoncogene

Casitas de linaje de
células B

e CBL2

e Protoncogene B de

CBL

e Protoncogene B

Casitas de linaje de
células B

eProteina adaptadora que se
asocia con receptores
fosforilados de factores de
crecimiento como KDR vy
PDGFRB

ePuede tener un papel en la
migracién y adhesién celular a
través de la interaccion con
receptores de efrina

Participa en la respuesta de
dafio al ADN

eModula la sefializaciéon de
receptores de superficie celular
fosforilados en tirosina, como

KITy EGFR
elLas regiones SH2 podrian
interactuar con otros

componentes celulares para
modular su propia actividad de
fosfatasa en contra de los
sustratos con los que interactie
Juega un papel en la
hematopoyesis

Proteina adaptadora que se
asocia con receptores
estimulados por ligando (e.g.
CD300) en células mieloides y
NK, y transduce sefiales a
través de su dominio ITAM

Se asocia con SIRPB1 para
mediar la activacion de células
mieloides (monocitos y DCs)
Se asocia con TREM1 para
mediar la activacion de
neutréfilos y monocitos

Al ser estimulado, regula
negativamente las respuestas
de crecimiento, diferenciacion y
supervivencia mediadas por el
receptor KIT de mastocitos
humanos80

Media la adhesion y extension
de macroéfagos murinos a través
de su interaccioén con
SEMA4D/CD100 soluble81
CD100 soluble aumenta la
infeccion 'y fagocitosis de
promastigotes de Leishmania
amazonensis en macréfagos
murinos, de manera
dependiente de CD7282
Proteina  adaptadora  que
funciona  como regulador
negativo de varias vias de
sefializaciéon inducidas por la
activacion de receptores de
superficie

Reconoce tirosinas cinasas
receptoras como KIT, FLT1,
FGFR1, FGFR2, PDGFRA,
PDGFRB, CSF1R, EPHAS8 y
KDR, y finaliza su sefializacién
Participa en la transduccion de
sefiales en células
hematopoyéticas

¢ Ubiquitinacion de sustratos,
generalmente promoviendo su
degradacion por proteasoma
Regula negativamente las vias
de sefializacion de los TCR,
BCRy FCER1

Syk

Syk

Syk

Syk

Syk

Syk

0.967

0.986

0.988

0.966

0.993

0.986
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PIK3R1

PIK3AP1

PLCG2

LYN

NA

NA

3.14.11

2.7.10.2

Ubiquitina-proteina » Posiblemente involucrado en la

; _ ubiquitinacién e internalizacion
ligasa E3 CBL-B do EGER

Subunidad eEstd involucrada en la

sefializacién en respuesta a la
reguladora 1 de PI3K estimulacién de ITGB2 (CD18),

GRB1 FGFR1, 2, 3 y 4, KITLG/SCF,
Subunidad p85c de | KIT, PDGFRAY PDGFRB.
PI3K ®Se une a tirosina cinasas de
_ proteinas activadas
p85-a (fosforiladas) a través de su
IMD36 dominio SH2, y actia como una

adaptadora, mediando la
asociacion de la subunidad
catalitica p110 a la membrana

plasmética
Proteina adaptadora eRegula la transiciéon de
1 de PI3K macréfagos de su estado

. proinflamatorio a uno de
Proteina adaptadora | reparacions3

1 de PI3K de células |eRegula la maduracién de
B células dendriticas durante la

. infeccibn a través de la
Proteina adaptadora regulacion de la sefializaciéon de

de células B PI3K/AKT y NF-kB84

BCAP eParticipa en la sefializacion de

FLJ35563 TLRs vinculandolos con
PI3K/AKT

e Se requiere para proteger a los
macréfagos de la apoptosis
inducida por el estrés del

reticulo endoplasmico85
PLCy2 eLas enzimas PLC especificas
. para fosfatidilinositol activadas
Fosfolipasa C median la produccién de
Gamma 2 segundo mensajero
1-fosfatidilinositol diacilglicerol e inositol 1,4,5-

4.5-bifosfato trifosfato (IP3)

' P eEs crucial para la sefializacion
fosfodiesterasa transmembranal
Gamma-2 eTiene un papel esencial en la
PLC-IV formacion de vesiculas
APLAID extracelulares  antibacteriales

mediada por la estimulacién de

FCAS3 CR3 (CD11b/CD18)86

eTirosina cinasa de proteinas no
receptora que transmite sefiales
desde los receptores de
superficie células y juega un
papel importante en la
regulacion de las respuestas
inmunes innata y adaptativa,
hematopoyesis, respuestas a
los factores de crecimiento y

citocinas
Nueva tirosina cinasa |*Participa en las respuestas de
de proteinas dafio ) _aI DNA vy agentes
laci d genotdxicos
relacionada & |4 Funciona principalmente como
Lck/Yes reguladora  negativa, pero
p53Lyn puede actuar también como
p56Lyn activadora, dependiendo del
contexto.

e Juega un papel importante en la
regulacion de la diferenciaciéon
de las células B, diferenciacién,
proliferacién, supervivencia vy
apoptosis, y también es
importante para la tolerancia
inmunolégica a  antigenos
propios

Syk

Syk

Syk

Syk

0.957

0.971

0.991

0.966
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FGR

BTK

CLECA4E

2.7.10.2

2.7.10.2

NA

Homologo del
oncogene viral felino
de sarcoma Gardner-
Rasheed

Src2

p55Fgr

p58Fgr

Tirosina cinasa de
Bruton

Cinasa de
progenitores de
células B

BPK

Tirosina cinasa de
agamaglobulinemia
ATK

AGMX1

PSCTK1

Miembro E de Ia
Familia 4 del Dominio
Tipo C de Lectina

Lectina tipo C

Inducible por
Macréfagos

Miembro 9 de la
Superfamilia de
Lectina  Tipo C
(Dominio de
Reconocimiento de
Carbohidratos

eActla rio debajo de varios
receptores inmunes, incluyendo
BCR, CD79A, CD79B, CDS5,
CD19, CD22, FCER1, FCGR2,
FCGR1A, TLR2y TLR4

eTirosina cinasa de proteinas no
receptora que transmite sefiales
desde receptores de superficie
celular sin actividad de cinasa y
contribuye a la regulacién de las

respuestas inmunes,
incluyendo funciones de
neutrofilos, monocitos,

macréfagos 'y  mastocitos,
remodelacién del citoesqueleto
en respuesta a estimulos
extracelulares, fagocitosis,
adhesién celular y migraciéon
eActla rio debajo de ITGB1
(CD29) e ITGB2 (CD18), y
regula la reorganizacion del
citoesqueleto de actina, el
anclaje y la adhesion celular.
Dependiendo del contexto
activa o inhibe las respuestas
celulares

eFunciona como un regulador
negativo de la sefializacion de
ITGB2, fagocitosis y la actividad
de Syk en monocitos

¢ Se requiere para la sefializacion
estandar de ITGB1 e ITGB2,
anclaje 'y adhesibn no
patolégicos en neutréfilos vy

macréfagos
ePromueve la fosforilacion de
CBL, CTTN, PIK3R1,

PTK2/FAK1, PTK2B/PYK2 vy
VAV2

eTirosina cinasa no receptora
indispensable para el
desarrollo, diferenciacion vy
sefializacién en linfocitos B

e Juega un papel importante en la
funcién de las células de la
inmunidad innata y adaptativa,
como componente de las vias
de sefializacion de los TLRs
#BTK es critica para la regulaciéon
de la transcripcion, vincula a
estimulacion de TLR8 y 9 con
NF-xB, el cual esta involucrado
en la regulacion de la
transcripcion de cientos de
genes

electina dependiente de calcio
que actla como receptor de
reconocimiento de patrones del
sistema (PRRs) inmunolégico
innato. Reconoce patrones
moleculares asociados a dafio
(DAMPs)  provenientes  de
moléculas anormales del
hospedero y de patrones
moleculares  asociados a
patégenos (PAMPs) de
bacterias y hongos

o Interactla con el adaptador de
sefializacién, cadena gamma
del receptor Fc (FCER1G) para
formar un complejo funcional en
células mieloides. La unién del
componente  micobacteriano
TDM a este complejo de

Syk

Syk

Syk

0.964

0.964

0.970
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CLECT7A

CLEC6A

CARD9

NA

NA

NA

Dependiente de
Calcio)

e CLECSF9

e MINCLE

e Miembro A de la

familia 7 del Dominio

de Lectina tipo C

Dectina-1

CLECSF12

SCARE2

CD369

BGR

Lectina-1 tipo C

asociada a Células

Dendriticas

e CANDF4

e Miembro A de la
Familia 6 del Dominio
de Lectina tipo C

¢ Dectina-2

e Miembro 10 de Ia
Superfamilia de
Lectinas tipo C
(Dominio de

Reconocimiento de
Carbohidratos,
Dependiente de
Calcio)

e Lectina 2 tipo C
Asociada a Células
Dendriticas

e CLECSF10

e Miembro 9 de Ia
familia que contiene

el dominio de
reclutamiento de
caspasa

e CANDF2

e Receptor para

fragment Fc de IgE

receptores resulta en la
fosforilacion del ITAM de
FCER1G, induciendo la
activacion de Syk, CARD9 vy
NK-kB, llevando
consecuentemente a la
maduracion de células
presentadoras de antigeno y
modelando la  estimulacion
antigeno-especifica de células
T hacia los subtipos efectores
Thly Th17

eNecesaria para la respuesta
inflamatoria mediada por TLR2
y para la activacion de NK-kB
mediada por TLR2

eAumenta la produccion de
citocinas en macrofagos vy
células dendriticas

e Media la producciéon de ROS

o Media la fagocitosis de conidios
de Candida albicans

*Se une a carbohidratos de alta
manosa de manera
dependiente de Ca?*

eReceptor funcional de alfa-
mananos de hifas de C.
albicans

eTambién reconoce alergenos
de 4caros caseros y hongos, de
manera dependiente de

manosa. Promueve la
produccion de cistenil-
leucotrienos

eReconoce elementos solubles
de huevos de Schistosoma

mansoni, alterando las
respuestas inmunes
adaptativas

e Proteina adaptadora que juega
un papel esencial en la
respuesta inmune innata a
varios patégenos intracelulares
como Candida albicans vy
Listeria monocytogenes

*Se encuentra en el cruce de las
vias de sefalizacion de
receptores con dominios ITAM,
TLRs y NOD2

e Probablemente controla varias
vias de sefializacion de la
inmunidad innata dependiendo
del patégeno intracelular

eProteina  adaptadora  que
contiene un motivo ITAM que
transduce sefales desde varios
receptores inmunes

ePuede funcionar
cooperativamente con otros
receptores

eEsta relacionada
funcionalmente con la

activacion de neutroéfilos
mediada por la integrina B2
(CD18). También esta

Syk

Syk

Syk

0.988

0.971

0.967
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FCER1G

FCGR2A

FCGR1A

FCER1A

LCP2

NA

NA

NA

NA

NA

Cadena y de receptor
Fc

Receptor Fce

FCRG

Receptor lla para
fragmento Fc de IgG
CDw32

IGFR2

CD32

Receptor de baja
afinidad II-A para
regién Fc de
inmunoglobulina
gamma

Subunidad Alfa del
Receptor para
Fragmentos Fc de
IgG

CD64A

IGFR1

Subunidad Alfa del
Receptor de Alta

Afinidad para
Inmunoglobulinas
Epsilon

FCE1A

FcER1

Proteina Linfocitica
Citosolica 2

Proteina de 76 kDa
de Leucocitos que
Contiene un Dominio
SH2

SLP76

involucrada en la activacion
plaquetaria mediada por la
integrina a.2

e Como componente del receptor
de alta afinidad para IgE, media
la sefializacion alérgica
inflamatoria en mastocitos

«Como un componente
constitutivo del complejo del
receptor para IL-3, media
selectivamente la produccion de
IL-4 en basdfilos, induciendo a
las células T hacia un fenotipo
Th2

e Se asocia con los receptores de
reconocimiento de patrones
CLECA4D y CLECAE para formar
un complejo de sefializacion en
células mieloides

eSe une a la region Fc de las
inmunoglobulinas gamma

eAl unirse a IgG inicia las
respuestas celulares en contra
de patdégenos y antigenos
solubles

ePromueve la fagocitosis de
antigenos opsonizados

e Receptor de alta afinidad para la
region Fc de inmunoglobulinas
gamma. Funciona tanto en las
respuestas inmunes innatas,
como en las adaptativas. Se
expresa en macréfagos,
monocitos y neutrofilos

eSe une a la region FC de
inmunoglobulinas épsilon
eResponsable por iniciar la
respuesta alérgica. La union del
alergeno a la IgE unida al
receptor lleva a la activacion
celular y a la liberacion de
mediadores (como histamina)
responsables por las
manifestaciones de una alergia
eEl mismo receptor también
induce la  secrecion de
linfoquinas importantes

o Proteina adaptadora
relacionada con el sindrome de
Wiskott-Aldrich y la

Agammaglobulinemia
Autosdmica Recesiva 4
eCuando la integrina av/f3
encuentra a su ligando, activa
un complejo de sefalizacion
candnico en osteoclastos, el
cual consiste en c-Src, Syk,
Dapl12, SIp76 (LCP2), Vav 3y
Rac, que permite a la célula
extenderse y formar anillos de
actina. Estos eventos también
contribuyen a la insercion del
lisosoma secretorio en la
membrana plasmatica
conectada al hueso, para
formar el borde rugoso que
libera las moléculas
degradadoras del hueso, HCl y

Syk / CD11b /
CD18

Syk / CD11b /
CcD18

Syk

Syk

Syk

0.988
0.962
0.973

0.974
0.987
0.947

0.976

0.963

0.994
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Catepsina K, en el ambiente de
reabsorcion
«Como su nombre lo indica, tiene
e Transductor de | una do~ble funmon:_ trar_];ducmon
~ . de sefiales y activacion de la
sefiales y activador transcripcion
de la transcripcion 5A  |eJunto con STAT5B y STATS,
e MGF regula el balance de citocinas

STAT5A NA . -z proy antiinflamatorias en MDMs | gyk 0.968
e Proteina de union a estimulados a través de y

esperma secretada | receptores de reconocimiento
por el epididimo de patrones87

eMedia las respuestas celulares
de los receptores activados
FGFR1, 2,3y 4

eRegula la expresion de las
proteinas de la leche durante la
lactancia

eAcopla sefiales de tirosina
cinasas con la activacion de
GTPasas Rho/Rac, llevando a

Factor de Intercambio la diferenciacién o proliferacion

VAV1 NA de Nucledtidos de | celular Syk 0.999
Guanina Vav 1 eSe expresa en células
hematopoyeéticas, es un

transductor de sefiales critico
desde el TCR hacia las vias de
ERK y NF-xB
eFactor de intercambio para las
proteinas de unibn a GTP
RhoA, RhoG vy, en menor
medida, Racl
eResponsable por la adhesion
mediada por la integrina 2
(ITGB2/CD18) y, en menor
medida, controbuye a la
adhesion mediada por la
integrina B3 (ITGB3)

Factor de Intercambio ePuede ser importante para la

VAV3 de  Nucledtidos de | sefalizacion  mediada por | Syk 0.986

Guanina Vav 3 integrinas, al menos en algunos
tipos celulares. En osteoclastos,

se requiere, junto con la tirosina
cinasa Syk, para la sefializaciéon
a través de la integrina av/pl
(ITGAV/ITGB1), un evento
crucial para a organizacion y
funcion adecuadas del
citoesqueleto
eNecesaria para la sanacion
adecuada de las heridas.
Durante el proceso de curacion
de heridas, se requiere para la
formacion de la copa fagocitica
gue precede ala fagocitosis de
neutréfilos  apoptéticos  por
macrofagos
e GTPasa pequefia de [*GTPasa pequefia asociada a la
la familia Rac 2 rr_lembrana plasmatica, Ia_ cual
cicla entre un estado activado
e Sustrato 2 de la | ynido a GTP y uno inactivo
toxina botulinica C3 | unido a GDP. En el estado

relacionada a Ras activo se une a varias proteinas
RAC2 NA ) efectoras para regular Svk 0.957
* p2l-rac2 respuestas celulares como y
e EN-7 procesos secretorios,
e HSPC022 fagocitosis de células
e GX apoptoticas y polarizacion de

células epiteliales

e Aumenta la produccién de ROS
por la NADPH oxidasa

e Regulador putativo de JNK



ITGB1

ITGAX

CEACAMS

CD14

NA

NA

NA

NA

elas integrinas aX/pl (X=1-11)
reconocen una gran variedad
de ligandos como colageno,

e Integrina 1 fibronectina, fibrinégeno,
e Receptor de | laminina, trombospondina, etc y
fibronectina a algunos otros receptores de

adhesién como VCAM1

* Polipéptido beta elas integrinas aX/B1 participan
e CD29 en procesos como regulacion
o MDF2 de la adhesion celular y el

deposito de laminina enla ECM,
* MSKlZ ; promocion de la movilidad de
e Glicoproteina lla las células endoteliales y
¢ FNRB angiogénesis, y el ensamblaje

de la ECM vy la formacion de
nodulos 6seos mineralizados

e CD1lc eLa integrina oX/f2 es un

- receptor para fibrinbgeno.
* Subunidad Alfa X de Reconoce la secuencia G-P-R

Integrinas en el fibrinégeno
e Subunidad Alfa de |eMedia la interaccion célula-
Receptor para ::né;::ﬁagtiirggte las respuestas
Complemento 4 eEs especialmente importante
e Leu M5 para la adhesion y quimiotaxis
o SLEB6 de monocitos
e Subunidad Alfa de
Antigeno de
Superficie de
Leucocitos P150,95
¢ Molécula de |*Glicoproteina de superficie que

juega un papel en la adhesion

adhesion celular 8 celular dependiente de Ca?*

° MOléCF{Ia de .Media la adhesion celular
adhesiéon celular 8 | heterofilica con otras moléculas
relacionada al | de adhesion relacionadas con el

¢ antigeno  carcinoembrionario,
anngeno . . como CEACAM6
carcinoembrionario

e CD67

e CD66b

e CGM6

e NCA-95

e Correceptor para
lipopolisacarido (LPS)
bacteriano

eActla a través de MyD88,
TIRAP y TRAF6, lo cual resulta
en la activacion de NK-kB,

Glicoproteina rica en secrecion de citocinas y una

- - respuesta inflamatoria
Iepcma gsp§0|f|ca de e Actlla como correceptor para el
células mieloides

heterodimero TLR2:TLR6 en
respuesta a los lipopéptidos
diacilados y para el
heterodimero TLR2:TLR1 en
respuesta a lipopéptidos
triacilados, estos grupos
inducen la sefializacién desde
la  superficie celular vy
subsecuentemente son
llevados hacia el aparato de
Golgi en una via dependiente de
balsas lipidicas
e C1gR(P) oRece;IJt(_Jr (o glementodde gn
complejo mas rande de
¢ CDwO3 receztojr) para Clq,g Lectina de
e Subcomponente del | unisn a Manosa y Proteina
Receptor 1 para el | Surfactante Pulmonar A
Componente de |*Puede mediar el aumento de la

Complemento 1 Q fagocitosis en monocitos y

CD11b

CD11b/CD18

CD11b

CD11b/CD18

0.96

0.954
0.997

0.969

0.985
0.979
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CD93

CD300A

CD177

CD47

SIRPA

NA

NA

NA

NA

Proteina 4 Asociada | macrofagos luego de su

Iy interaccibn con  colagenos
la_Remodelacion de solubles de defensa

Matriz ePuede jugar un papel en la
MXRA4 adhesion intercelular

ECSM3

DJ737E23.1

Miembro 12 de la |*Receptor inhibitorio que puede

superfamilia de las contribuir a la regulacién
inmunoglobulinas negativa de la actividad citolitica

de las células NK, y de la

IGSF12 desgranulacion de los
Molécula 8 parecida g‘aSt?C'tos . .
eRegula  negativamente a
a CMRF35 sefializacion de los TLRs
CMRF-35-H9 mediada por MyD88 pero no por

CMRF5H TRIF, a través de la activacion

Receptor  inhibitorio | 9€ PTPN6 (SHP-1)
de células NK

IRC1/IRC2
e Media, en asociacion con CR3
(CD11b/CD18), la activacion de
neutréfilos  preactivados con
HNAZ2a TNF-a, incluyendo la
PRV1 degranulacion y la produccion
NB1 de superoéxido

de eEvita la internalizacion de la

Pro_te_lna . 1 integrina 2 (CD18) y atenua la
Policitemia Rubra | sepalizacion de guimiocinas,

Vera favoreciendo la adhesién sobre
Aloantigeno de 'Sam_'gtfac'or‘,, eteroil

P e Su interaccion heterofilica con
Neutréfilos Humanos PECAML de células
2a endoteliales juega un papel en

la migracion transedotelial de
neutroéfilos in vivo

eReceptor para SIRPA, su union
evita la maduracion de células
dendriticas inmaduras e inhibe
la produccién de citocinas por
células dendriticas maduras.

Proteina asociada a |*Su interaccibn con SIRPG

integrinas media adhesién celular,
aumenta la proliferacién

IAP dependiente de superantigeno

MERG6 mediada por células T y

OA3 coaestimula la activacion de
células T

ePuede jugar un papel en el
transporte membranal y/o la
transduccion de sefales
dependiente de integrinas

e Puede prevenir la eliminacion
prematura de eritrocitos
eReceptor de superficie celular
para CD47 parecido a
inmunoglobulina

eSu interaccion con CD47 evita

Proteina alfa | la maduracion de células
reguladora de | dendriticas inmaduras e inhibe
sefiales la’ produccion de citocinas por

células dendriticas maduras

SHPS1 eActla como una proteina de

BIT anclaje e induce la

MER translocacion a la membrana de
PTPN6  (SHP-1), PTPN11

p84 (SHP-2) y otras proteinas

CD172a asociadas

MYD-1 elnvolucrada en la regulacién

negativa de respuestas
celulares (acopladas a tirosina

CD11b/CD18

CD11b/CD18

CD11b

CD11b

CD11b

0.962
0.936

0.951
0.949

0.937

0.95

0.96
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HCK

MMP2

MMP9

CLEC4D

2.7.10.2

3.4.24.24

3.4.24.35

NA

Cinasa de células
hematopoyéticas
p59-HCK/p60-HCK
JTK9

Gelatinasa A
Metaloproteasa 2 de
Matriz Extracelular
TBE-1

e Colagenasa Tipo IV

de 72kDa
CLG4A
MONA

Gelatinasa B

GELB
Metaloproteasa de
ECM 9

Gelatinasa de 92kDa
Colagenasa tipo IV
CLG4B

Miembro D de la
familia 4 del dominio
de lectinas tipo C
Miembro 8 de la

superfamilia de
lectinas tipo C
(dominio de
reconocimiento a
carbohidratos
dependiente de
Caz2+)

Receptor 6 parecido
a lectina tipo C

cinasas receptoras) inducidas
por adhesién celular, factor de
crecimiento o insulina

e Media la regulacién negativa de
fagocitosis,  activacion  de
mastocitos y activacion de
células dendriticas

eTirosina cinasa de proteinas no
receptora. Se encuentra en
células hematopoyeéticas.

eTransmite  sefiales  desde
receptores de superficie celular
y juega un papel importante en
la regulacién de las respuestas
inmunes innatas, incluyendo
funciones de monacitos,
neutréfilos,  macréfagos vy
mastiocitos, fagocitosis,
supervivencia y migracion

eActUa rio debajo de receptores
para fraccion Fc de anticuerpos
como FCGR1A y FCGR2A,
pero también CSFR, PLAUR,
IFNGR, IL2R, IL6R, IL8R e
intrgrinas como ITGB1 e ITGB2
(CD18)

eFosforila a CBL en respuesta a
la activacién de receptors Fc

eFosforila  ADAM15, BCR,
ELMO1, FCGR2A, GAB1,
GAB2, RAPGEF1, STAT5B,
TP73, VAV1y WAS

o Metaloproteasa ubicua que esta
involucrada en diversas
funciones como la
remodelacion de la vasculatura,
angiogénesis, reparacion
tisular, invasion tumoral,
inflamacion y ruptura de la placa
ateroesclerética

*PEX, el fragmento no catalitico
C-terminal de MMP2, posee
propiedades antiangiogénicas y
antitumorales, e inhibe la
migracioén celular y la adhesion
a FGF2 y Vitronectina. Es un
ligando de la integrina aV/p3 de
superficie de vasos sanguineos

ePuede jugar un papel esencial
en la protedlisis local de la ECM
y en la migracion leucocitaria

ePuede jugar un papel en la
reabsorcion osteoclastica de
hueso

e Proteolisa KiSS1, Colageno IVy
V' y Fibronectina

elLectina dependiente de Ca?

involucrada en el
reconocimiento innato de
patrones moleculares
asociados a patégenos.

e Cuando el componente

micobacteriano TDM se une a
este receptor, se induce la
fosforilacion del ITAM del
FCER1G, que lleva a la
activacion de Syk, CARD9 y NF-
«B, resultando en la
maduracion de las células
presentadoras de antigeno que
permitirdn la generacion de
células T efectoras Thly Th17

CD11b/CD18

CD11b

CD11b/CD18

CD11b

0.965
0.979

0.941

0.969
0.946

0.943

/

/



CLEC12A NA

CLECS5A NA

SELPLG NA

TNFRSF1B | NA

MCL eFunciona  como  receptor

: endocitico. Podria estar
Dectina 3 involucrado en la internalizacion
CD368 de antigenos en el sitio de

infeccibn, ya sea para
eliminacion o] para
procesamiento y presentacion a
células T

Miembro A de la |*Receptor de superficie celular

Familia 12 del | ue modula la sefializacién y
media la fosforilacion de en

Dominio de Lectinas | tirosina de MAP cinasas blanco
tipo C eSu expresion disminuye en
Receptor Inhibitorio leucocitos activados reclutados

Mieloide Parecido a al sitio de inflamacién
Lectina Tipo C

Lectina 2 Asociada a

Células Dendriticas

DCAL-2

CLL-1

MICL

CD371

Miembro 5 de la |*Receptor de macréfagos critico
Familia 5 del Dominio | Paa los serotipos 1-4 del virus

. . del denge
de Lectinas Tipo C el a unién del virus del dengue a
MDL-1 CLEC5a dispara la sefializacion

Lectina Mieloide 1 de | & través de la fosforilacion de

Y TYROBP. Esta interaccién no
Asociacion a DAP12 resulta en la entrada viral, pero

estimula la liberacion de
citocinas proinflamatorias

eUn proteoglicano tipo SLe(x),
gue interactGia con alta afinidad
con las selectinas E, Py L de

CLA manera dependiente de calcio,
Ligando de Selectina | y media el rodamiento rapido de
=] leucocitos sobre las superficies

vasculares durante los pasos
PSLG-1 iniciales de la inﬂamgcic’)n.
CD162 Critico para la captura inicial de
leucocitos
e Actla como un receptor para el
enterovirus 71
eReceptor con alta afinidad por

. aproximadamente 5 veces
Miembro 1B de la | menos afinidad por por

Superfamilia del | TNFSFl/linfotoxina-alfa

Receptor para TNF homotrimérica

TNEBR oEl complejo TRAF1/TRAF2
recluta a los supresores

P75 apoptéticos BIRC2 y BIRC3 al

TNE-R75 TNFRSF1B/TNFR2

TNE-RII e Este receptor media la mayoria
de los efectos metabdlicos de

CD120b TNF-alfa

TNFR80 eLa isoforma 2 bloguea la

TNER?2 apoptosis inducida por TNF-
alfa, lo cual sugiere que regula
su funcién antagonizando con
su actividad biolégica
ela integrina ITGAL/ITGB2
(CD11a/CD18, LFA-1) es un
receptor para ICAM1, ICAM2,
ICAM3, ICAM4, ISG14 y F11R
eInvolucrada en una variedad de

CD11a fenémenos inmunoldgicos,

Subunidad Alfa L de incluyendo la interaccion

. leucocito-célula endotelial,
Integrina eliminacién medida por células

CD11b/CD18

CD11b/CD18

CD11b/CD18

CD11b/CD18

0.950
0.933

0.947
0.934

0.962
0.966

0.948
0.939
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ITGAL

ITGAD

ITGA4

ITGAV

ITGA2

NA

NA

NA

NA

NA

Polipéptido Alfa del | T citotoxicas, y eliminacion

. : dependiente de anticuerpos
Antigeno 1 Asaciado mediada por granulocitos y

a la Funcion de | monocitos

Linfocitos «Contribuye a la citotoxicidad de
LFA-1A las células NK
P180 elnvolucrada en la adhesion y

transmigracion de leucocitos,
incluyendo células T vy
neutrdfilos
eLFA-1 en asociacion con
ICAM3, contribuye a la
fagocitosis  de  neutrofilos
apoptoticos por macrofagos
ela integrina aD/B2 es un
receptor para ICAM3y VCAML1.
Puede jugar un papel en
CD11d procesos ateroescleréticos
ADB2 como la eliminacion de las
lipoproteinas de las placas, y en
la fagocitosis de patdgenos
sanguineos, materia particulada
y eritrocitos senescentes
elas integrinas a4/l (VLA-4) y
o4/B7 son receptores para
fibronectina. Reconocen uno o
mas dominios dentro de las
regiones CS-1 y CS-5 de la
fibronectina, empalmadas
alternativamente. También son
- receptores para VCAM1.
Integr!na Alfa-IV eLa integrina a4/Bl (VLA-4)
Integrina Alfa-4 reconoce la secuencia Q-I-D-S
CD49d en VCAM1
elLa integrina a4/B7 también es
un receptor para MADCAML1,
reconoce su secuencia L-D-T
eVLA-4 de células endoteliales
activadas induce la agregacion
homotipica en la mayoria de
lineas celulares leucocitarias
positivas a VLA-4
elas integrinas alfa-V (ITGAV)
reconocen la secuencia R-G-D
en una amplia variedad de
ligandos. Son receptores para

Vitronectina, Citotactina,
¢ Integrina Alfa-V Fibronectina, Fibrindgeno,
- Laminina, MMP2,
* Polipeptido Alfa  del Osteopontina, Osteomodulina,
Receptor de | protrombina, Trombospondina
Vitronectina y CWF

e CD51 eEn macréfagos humanos en
cultivo, el M-CSF induce
e MSK8 especificamente la expresion
e VNRA de integrina aV/p5, mientras
e VTNR que el GM-CSF induce
réapidamente la expresion del
mRNA y la proteina de

superficie aV/3388
e Mycobacterium avium-M.
intracellulare se une a la
integrina receptora oV/B3 de
monocitos y MDMs humanos89
» La integrina o2/l es un
e Integrina Alfa 2 receptor para Laminina,
Colageno, propéptidos-C de

e CD49b

A Colageno, Fibronectina y E-
Subunidad Alfa 2 del | cadherina.  Reconoce  la

Receptor de VLA | secuencia G-F-P-G-E-R con

(Activacion Muy prolina hidroxilada del
Tardia)-2 Colageno. Es responsable por

la adhesioén de plaquetas y otras

CD18

CD18

CD18

CD18

CD18

0.999

0.983

0.983

0.971

0.956

64



e GPla células a colagenos, la

modulaciéon del Colageno y la

e HPA-5 expresibn genética de la

Colagenasa, la generaciéon de

fuerzay la organizacién de ECM

recién sintetizada

ITGAS NA ela integrina o3/fl es un | CD18 0.969

receptor para Fibronectina,

Laminina, Colageno, Epiligrina,

Trombospondinay CSPG4

elas lipoproteinas de baja

. |ntegrina Alfa 3 densidad aceleran la

e CD49c diferenciacion de monocitos a

. macréfagos e inducen un

e Subunidad Alfa 3 del | incremento significativo  del

Receptor de VLA-3 mRNA y la proteina de

e Galactoproteina B3 SAD49C$° . o
*Monocitos de sangre periférica
» GAP-B3 tratados con GM-CSF durante
o FRP-2 5-8 dias (es decir, macréfagos
e MSK18 activados) adquieren la

capacidad de ensamblar a CD9,
a3/Bl y SHP-1 con CD46. Este
complejo  molecular puede
conferir una alta permisividad al
virus del sarampioén, llevando a
la inmunomodulacién en
macréfagos activados91

elLa integrina ol/Bl, también
conocida como Antigeno Muy
Tardio (VLA)-1, se expresa
normalmente en células
mesenquimales, algunas
células epiteliales, células T
activadas y macrdéfagos.
Gracias al dominio | de la
porcion extracelular de CD49a
interactia con moléculas de
Colageno en la ECM. A través
de un mecanismo de
sefializaciébn  transmembranal

e CD49a “outside-in” media adhesion,
e Cadena Alfa del | migracion, proliferacion,
ITGA1 NA receptor VLA-1 remodelacién de la ECM, y | CD18 0.960
e Recebtor de secrecion de citocinas en
p células endoteliales,

Lamininay Colageno | mesangiales, fibroblastos vy
células inmunes92
eUn subgrupo de células de
Kupffer (macréfagos
intrahepaticos) de  células
CD49a+ expresan altos niveles
de marcadores de activacion y
maduracion, y exhiben niveles
basales de produccion de TNF-
a, IL-12 e IL-10 mayores que las
células CD49a-, pero
responden menos a la
estimulacion adicional de TLR
4,7 y 8in vitro93
ePosible  relacion con la
) extravasacion de leucocitos

e Proteina que . - .
Contiene Dominio de eMacrofagos  antiinflamatorios
on activan la invasion en el

Desintegrina Y | adenocarcinoma  pancreético
Metaloproteasa incrementando la expresion de
» Antigeno de oA puede estar
ADAMS 3.4.24.- Superficie MS2 involucrada en la destruccion de CD1s 0.954
e CD156 hueso en la artritis reumatoide

dado que su expresion esta
aumentada en el pannus
(proliferacion de tejido sinovial)
adyacente a erosiones en



RAP1A

TLN1

TLN2

FLNA

3.6.5.2

NA

NA

2.1.1.43

6.3.4.4

desarrollo 'y aumenta la
maduracion de células
parecidas a osteoclastos95
eRapla y su factor de
intercambio C3G median la
fagocitosis  dependiente  de
FcgR en macréfagos alveolares
96
e Se activa en respuesta a varios
Rapl e_stl'mulos extrae intracelulares.
. . Tiene funciones conservadas
Proteina Relacionada | en |a amiba Dictyostelium
a Ras, Rap-la discoideum y en células de
KREV-1 mamifero que son importantes
para la polaridad de la célula,
SMGP21 adhesién a sustrato y a otras
C21KG células, y otros procesos que
G-22K involucran la regulacion de la
dindmica del citoesqueleto.
Ademaés, Rapl se requiere para
la formacién de la vacuola
permisiva a la replicacion de
Legionella pneumophila 97
eParticipa en la activacion de
integrinas  por  sefializacién
“inside-out” luego de que
receptores acoplados a
proteinas G reconocen a sus
ligandos 98
eContribuye a la quimiotaxis
Tali dependiente de la integrina
alina-1 04/B1 en macréfagos humanos,
ILWEQ lo que sugiere que participa en
KIAA1027 un estadio tardio de la cascada
de adhesion leucocitaria
cuando el citoesqueleto
experimenta un  rearreglo
importante. La interrupcion de la
expresion de TInl o Kindlina-3
aumenta el desprendimiento de
la célula de superficies
cubiertas con ICAM-1 98
Talina-2 eLos macréfagos  humanos
expresan las dos isoformas de
”‘WEQ Talina, 1y 2 99
KIAA0320 eTIN2 parece ser el gen
ancestral, TIn1 apareceria por
duplicacion génica
tempranamente en el linaje de
los cordados100
eTIn2 puede jugar un papel
importante en adhesion celular
como un componente principal
de las placas de adhesion focal
que vinculan a las integrinas
con el citoesqueleto de actina
Filamina A eFLNA es un entrecruzador de

e ABP-280 filamentos de actina y sirve

; . como proteina de andamiaje
Proteina  Endotelial | mayormente involucrada en la

de Unién a Actina regulacién de la polimerizacion

de actinal01
ABPX o FLNA esta involucrada en la
CSBS estabilizacion del podosoma y
CvD1 su organizacién como rosetas y
FGS?2 podosomas tridimensionales.

Regula la protedlisis de la ECM
NHBP mediada por los podosomas en
OPD1/2 macréfagos. Se requiere para la
la formacién de rosetas de
podosoma inducida por Hck. Es
necesaria para la migracion
mesenquimal pero no para la
ameboide 101

CD18

CD18

CD18

CD18

0.936

0.98

0.951

0.965
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Abstract: The B2 integrin CD11b/CD18, also known as complement receptor 3 (CR3), and the
moonlighting protein aminopeptidase N (CD13), are two myeloid immune receptors with overlapping
activities: adhesion, migration, phagocytosis of opsonized particles, and respiratory burst induction.
Given their common functions, shared physical location, and the fact that some receptors can activate
a selection of integrins, we hypothesized that CD13 could induce CR3 activation through an inside-out
signaling mechanism and possibly have an influence on its membrane expression. We revealed that
crosslinking CD13 on the surface of human macrophages not only activates CR3 but also influences
its membrane expression. Both phenomena are affected by inhibitors of Src, PLCy, Syk, and actin
polymerization. Additionally, after only 10 min at 37 °C, cells with crosslinked CD13 start secreting
pro-inflammatory cytokines like interferons type 1 and 2, IL-12p70, and IL-17a. We integrated our
data with a bioinformatic analysis to confirm the connection between these receptors and to suggest
the signaling cascade linking them. Our findings expand the list of features of CD13 by adding the
activation of a different receptor via inside-out signaling. This opens the possibility of studying the
joint contribution of CD13 and CR3 in contexts where either receptor has a recognized role, such as
the progression of some leukemias.

Keywords: CD13; CR3; CD11b; cell signaling; macrophages; bioinformatics; cytokines

1. Introduction

CD13, or aminopeptidase N, is a cell membrane ectoenzyme that is considered a
marker of the myelomonocytic lineage [1]. Most of its 960 aa are located extracellularly,
roughly 25 aa constitute the transmembrane portion and only 7-10 aa correspond to the
intracellular portion of the protein [2]. The intracellular and extracellular segments of
CD13 have distinct functions. The enzymatic activity is located in the extracellular domains
and accounts for CD13'’s role in the processing of bioactive peptides. The intracellular
portion, on the other hand, mediates signal transduction when the receptor is crosslinked.
This signaling activity is independent of its peptidase activity. Thus, CD13 can mediate
cellular processes like phagocytosis and the subsequent respiratory burst, cell migration,
and adhesion [3-5]. Signal transduction takes place despite the shortness of the intracellular
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tail with only a single potential p-Tyr and the absence of classical signaling sequences like
ITAMs. Due to its wide range of activities, CD13 is considered a “moonlighting” protein.

Complement receptor 3 (CR3, Mac-1, or integrin «M/32) is a member of a group of
heterodimeric membrane proteins called «/f integrins. It is composed of the peptides
CD11b (exclusive to CR3) and CD18; thus, itis also called CD11b /CD18 [6]. CR3 is primarily
expressed in leukocytes like neutrophils, monocytes, macrophages, and dendritic cells [7].
CR3 has two main physiological roles. First, it acts as a phagocytic receptor for particles
and pathogens opsonized with iC3b complement fragments (reviewed in [8]). Second, it
is an adhesion molecule that participates in leukocyte extravasation during inflammation
due to its ability to bind ligands present in endothelial cells [9,10]. The activation of CR3,
that is, the transition from its low-affinity to its high-affinity conformation, occurs either
through ligand recognition (outside-in signaling) or via an intracellular signal coming
from a different cell surface receptor (inside-out signaling). Some signaling molecules can
participate in both CR3 inside-out and outside-in signaling, including Rap1, RIAM, Talin,
Kindlin, and Syk [7,11-14].

The link between CD13 and CR3 is also supported by in vivo evidence, as both
molecules can be found together in functional microdomains within the cell membrane
called lipid rafts [15]. These structures are key to cell signaling since they bring components
of specific pathways close together, thus decreasing the possibility of fortuitous activation
or blocking of signals from other cascades (reviewed in [16,17]).

In summary: i) integrins like CR3 can be activated by the engagement of other receptors
due to a mechanism known as inside-out signaling, as is the case for FcyRs [18,19], with
which CD13 shares the function of primary phagocytic receptor as well as the activation
of many signaling molecules, and ii) both CD13 and CR3 can mediate functions such as
phagocytosis, adhesion, and respiratory burst. Moreover, CD13 and CR3 can be found
in physical proximity as both are present in lipid rafts [15], which is a strong indicator
of a functional relationship. Additionally, a few publications have shown a functional
link between CD13 and integrins: Carrascal et al. demonstrated that the expression of
CD13 is associated with that of integrin o33 in breast cancer [20], and Ghosh et al. [21]
showed that CD13 modulates the trafficking of integrin $1 via IQGAP, ARF6, and EFA6
in Kaposi sarcoma and human cervical cancer epithelial cells. In this work, we report
the existence of a previously undescribed signaling pathway that links CD13 and CR3 in
human macrophages using an integrated analysis of bioinformatics and experimental data.

First, we ascertained that crosslinking CD13 using monoclonal antibodies causes the
activation of CR3. Second, we established the existence of at least two levels of control
for the activation of CR3 following CD13 crosslinking: one that involves the inside-out
signaling cascade that directly links both receptors and the second one that regulates the
membrane expression of CR3. Third, we measured a panel of 12 cytokines and showed that,
even at a short time after CD13 stimulation, CR3 activation is accompanied by the secretion
of pro-inflammatory cytokines. Fourth, we used the information yielded by experiments
along with the interrogation of molecular ontology bioinformatic databases, text mining
analyses, and a manually curated functional protein interaction network, to suggest the
components of the signal transduction pathway that leads to the activation and membrane
expression of CR3 following CD13 crosslinking. A summary of our workflow can be found
in Supplementary Figure S1.

Our findings have implications for the study of conditions in which the expression of
CD13 is related to disease progression, as it is in breast cancer, where CD13 is linked to the
development of metastases [20], a phenomenon largely driven by integrins.

2. Materials and Methods
2.1. Reagents and Antibodies

The RPMI-1640 medium was purchased from Gibco Life Technologies (Carlsbad,
CA, USA). Recombinant human (rh) M-CSF was from PeproTech (Cranbury, NJ, USA).
Lymphoprep was from Axis-Shield PoC AS (Oslo, Norway). All culture media were supple-
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mented with 10% heat-inactivated FBS (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) unless otherwise
stated, 2 mM L-glutamine, 100 pg/mL streptomycin, 100 U/mL penicillin (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, USA), 1 mM sodium pyruvate solution, and 1% MEM non-essential amino
acids solution (100X) (Gibco by Life Technologies, Grand Island, NY, USA). Murine mono-
clonal IgG1 anti-human CD13 (Mab C) and anti-human CD32 (Mab IV.3) were produced
and purified in our laboratory from supernatants of the corresponding hybridomas [4].
Fab fragments were prepared from the purified antibodies with immobilized Ficin (Pierce,
Rockford, IL, USA), following the manufacturer’s instructions. Murine monoclonal APC
anti-human CD11b (IgGl1, clone ICRF44) and FITC anti-human CD11b (activated) antibody
(IgG1, clone CBRM1/5) were from Biolegend (San Diego, CA, USA). Goat anti-mouse
(GaM) polyclonal IgG F(ab)'2 fragments were from Jackson ImmunoResearch (West Grove,
PA, USA). Polyclonal FITC rabbit anti-mouse antibody was purchased from Thermo Fisher
Scientific (Waltham, MA, USA). Src inhibitor-1, U-73122 hydrate, Cytochalasin D, and BAY
61-3606 were from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA).

2.2. Cell Culture

Tohoku Hospital Pediatrics-1 (THP-1) cells (ATCC) were maintained in a humidi-
fied atmosphere at 37 °C with 5% CO; in RPMI-1640 medium complemented as recom-
mended by the selling company. For differentiation into macrophages, cells were seeded
at 4.5 x 10°/10 cm plate or 8 x 10°/well in 6-well plates, in complemented RPMI-1640
medium and stimulated with 20 nM phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA) for three days.
Cells were washed once with warm PBS and incubated with fresh medium for 24 h before
use. Differentiation was confirmed with CD11b expression (Supplementary Figure S2).
All experiments carried out with cells from human donors were performed following
the Ethical Guidelines of the Instituto de Investigaciones Biomédicas, UNAM, Mexico
City, Mexico. Human peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) were isolated from
anonymous healthy male donors’ buffy coats obtained from the blood bank at Instituto Na-
cional de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador Zubiran, Secretaria de Salud, Mexico City,
Mexico, using gradient centrifugation with Lymphoprep, as previously described [4]. For
monocyte isolation, PBMCs were washed three times with PBS, pH 7.4, using centrifugation
at 400x g for 10 min. After the last wash, cells were resuspended in serum-free RPMI-1640
medium complemented as described before and were seeded (5-6 X 107 PBMCs/ plate) in
100 mm x 20 mm cell culture-treated polystyrene culture dishes (Corning, New York, NY,
USA). Cultures were maintained in a humidified atmosphere at 37 °C with 5% CO, for 1h
to allow monocytes to adhere to the plastic plate. Non-adherent cells were eliminated with
gentle washing, and adherent cells, enriched for monocytes (>95% purity, as determined
with flow cytometry using CD14 as a marker of the monocytic population. were cultured
for 7-10 days, for differentiation into macrophages, in RPMI-1640 medium complemented
as described before plus 5 ng/mL rh M-CSF at 37 °C. For experiments, macrophages were
harvested with gentle cell scraping.

2.3. CR3 Activation

The cells were incubated for 3 h in serum-free supplemented RPMI-1640 with or
without inhibitors (10 mM BAY, 20 mM Src inhibitor-1, 5 mM U-73122 hydrate, or 10 mM
cytochalasin D). Then, they were harvested. Freshly harvested macrophages incubated
without inhibitors were called “pre-treatment”. Thus, the treatment consisted of incubating
0.25 x 10° cells/sample in 0.2 mL serum-free supplemented RPMI-1640 medium with
2.5 mg of mAb C (anti-CD13) or mAb IV.3 (anti-CD32, positive control) complete antibody
for 30 min at 4 °C. The cells were washed three times with fresh medium and incubated
with 4 mg of GaM F(ab)'2 fragments for 30 min at 4 °C. Immediately after, the cells were
incubated for 10 min at 37 °C and then pelleted before being fixed with 1% paraformalde-
hyde (PFA) for 25 min at RT. The cell-free supernatants from certain samples were collected
and stored at —20 °C for cytokine quantification (see below).
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2.4. Flow Cytometry

To quantitate CD11b expression and activation, fixed samples were washed two times
with cold PBS and stained with 50 mL of a 1:20 dilution of murine monoclonal APC anti-
human CD11b (IgG1, ICRF44) or FITC anti-human CD11b (activated) antibody (IgG1,
CBRM1/5) for 40 min at 4 °C. The cells were washed three times with cold PBS. Staining
for CD13 or CD32 (FcgRII) was performed by incubation in 10 mg anti-CD13 or anti-CD32
mADbs in serum-free supplemented RPMI-1640 medium for 30 min at 4 °C. The cells were
washed three times with the same medium, incubated with 1:500 GaM-FITC antibody for
30 min at 4 °C, and then washed three times with cold PBS and fixed with 1% PFA for
25 min at RT. Fluorescence intensity was measured using flow cytometry (Blue/red Attune
cytometer, Applied Biosystems-Thermo Fisher, Waltham, MA, USA). Flow cytometry data
were displayed either as MFI for cells with crosslinked CD13 vs. their activation controls or
as integrated MFI (iMFI, percentage of positive cells multiplied by their MFI) for cells with
CD13 crosslinked in the presence of inhibitors [22]. For the latter, a normalized proportion
of the cells incubated with inhibitors vs. their respective controls is presented.

2.5. Cytokine Quantification

Samples from the CR3 activation experiments were used to quantify a panel of 12 cy-
tokines. Specifically, supernatants from cells without antibodies (control) and cells with
both primary and secondary antibodies (Mab C + sec) were assayed. The frozen super-
natants were carefully thawed in ice and loaded as duplicates onto two Milliplex plates
(Millipore Sigma, Darmstadt, Germany), one to detect IFN-a and a second one for IFN-
g, IL-12p70, IL-17a, IL-6, IL-1b, IL-2, IL -8, IL-4, IL-10, MCP-1, and TNF-a. The assays
were performed according to the manufacturer’s instructions and measured in a Luminex
Multiplexing Instrument (Millipore Sigma, Darmstadt, Germany).

2.6. Theoretical Cell Signaling Interaction Network Assembly

We constructed the functional protein interaction network of CD13, Syk, and CR3 and
their closest partners using combined interaction scores from STRING [23]. A functional
association in this context means either physical contact, participation in the same metabolic
pathway, and/or cellular process [24]. STRING scores are indicators of text mining and
protein homology. Each type of evidence gives rise to an individual score for each likelihood
of an interaction given currently available evidence in the database, which includes gene
neighborhood, gene fusions, gene co-occurrence, experimental evidence, curated databases,
and pairs of proteins. STRING computes combined scores by integrating the individual
scores and correcting for the probability of randomly observing the interaction. Scores rank
from 0 to 1, with 1 being the highest possible result.

The search for functional partners was performed individually for each interrogation
query (CD13, CD11b, CD18, and Syk) and focused on human proteins. High confidence
scoring molecules (0.8 and above) from the first layer of interactions with the query were
considered. The resultant group of proteins was filtered based on the requirements for this
particular inside-out signaling pathway: non-receptor kinases, adaptor proteins able to
bridge CD13 to other components of the pathway, especially Syk, and inhibitory molecules
like protein phosphatases or ubiquitin ligases. In some cases, other interacting receptors
were considered, as they may provide insight into the reported mechanisms for this type
of interaction. Namely, those similar to the studied receptors, CD13 and CR3: metallopro-
teases, phagocytic receptors, integrins, and other adhesion molecules. To ensure the quality
and specificity of the network text mining STRING element, The GeneCards website [25]
and the repository PubMed [26] were used to ascertain the suitability of each selected
protein, i.e., to confirm the function of each node, as well as its gene and protein expression
in myelomonocytic cells. Finally, the interaction network was manually curated according
to experimental evidence gathered from previous publications.

70



Biomolecules 2023, 13, 1488

50f20

2.7. Statistical Analysis

Statistical analyses were performed using one-way ANOVA followed by a multiple
comparisons test or a paired two-tailed t-test in the case of experiments with MDMs and
cytokines. p values below 0.05 were considered significant.

3. Results
3.1. Crosslinking CD13 Results in the Activation of CR3 (CD11b/CD18)

We assessed the activation status of CR3 (CD11b/CD18) following CD13 crosslinking
on human macrophages. CD13 molecules on the surface of THP-1 macrophages were
crosslinked using the complete anti-CD13 antibody mAb C as the primary antibody and
GaM F(ab)2 fragments as the secondary antibody. Next, the cells were stained with
a FITC-anti-CD11b (activated) antibody and analyzed using the flow cytometer. The
cells were first gated for size and granularity (Figure 1A), then for singlets (Figure 1B),
and finally, for median fluorescence intensity in the BL1 (FITC) channel (Figure 1C,D).
Figure 1C shows that the fluorescence histogram for the control unstimulated cells stained
with anti-CD11b (activated) antibody overlaps with the auto-fluorescence of unstained
cells. The controls are cells incubated either without antibodies or only with secondary
antibodies. The resulting histograms demonstrate that incubation in the absence of an anti-
CD13 antibody does not produce a nonspecific anti-CD11b (activated) signal. In contrast,
panel D shows a representative histogram for the CR3 activation produced when CD13 is
crosslinked using both primary and secondary antibodies. Figure 1E shows the average
and SD in the MFI from CR3 activation in CD13-crosslinked cells (1 = 3) along with its
controls. A one-way ANOVA followed by a multiple comparisons test confirms that our
negative controls, i.e., cells incubated with only primary or secondary antibodies, as well as
freshly harvested macrophages (“pre-treatment”), show no significant difference with cells
incubated without antibodies. Only the activation of CR3 in cells with either crosslinked
CD32 (positive control [18,19]) or CD13 is significantly different from that in cells without
antibodies (<0.01 and <0.0001, respectively). Figure 1F is a representative histogram for
THP-1 macrophages incubated with Mab C and a secondary antibody coupled to FITC,
showing that Mab C bounds efficiently to all cells. These results were consistent in MDMs
(Supplementary Figure S3).

3.2. Syk, Src, PLCy, and Actin Polymerization Participate in the Activation of CR3 Triggered by
CD13 Crosslinking

In order to gain insight into the signaling pathway connecting CD13 crosslinking
and the activation of CR3, we chemically inhibited some of the molecules related to the
signaling of these receptors.

We assessed how these inhibitors affect the activation of CR3 triggered by CD13
crosslinking. For this, we pre-incubated THP-1 macrophages with either BAY 61-3606
(BAY), Src kinase inhibitor-1 (SKI-1), U73122, cytochalasin D (Cyt D), or no inhibitor
(control) for 3 h in a serum-free medium. Then, the cells were harvested and CD13 on
their surface was crosslinked. Finally, we measured CR3 activation using flow cytometry.
Figure 2A shows representative histograms comparing cells stained with the anti-CD11b
(activated) with or without inhibitors. BAY augments the signal, while Cyt D, SKI-1, and
U73122 diminish it. Such differences were statistically confirmed and are represented
in Figure 2B, where the average and SD of the proportion of each inhibitor-incubated
sample vs. their respective control is plotted. The p-values for both BAY and SKI-1 are
<0.0001 and <0.001 for both Cyt D and U73122 (1 = 3). These results indicate that Syk, Sr,
PLCy, and actin polymerization have a role in the activation of CR3 triggered by CD13
crosslinking. It is noteworthy that incubation with BAY had the same effects on human
MDMs (Supplementary Figure S4).
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Figure 1. CD13 crosslinking activates CR3 in human THP-1 macrophages. (A) Cells were first gated
for size and granularity, then for (B) singlets, and finally, for (C,D) MFI in the BL1 (FITC) channel.
(C) Controls. (D) Representative histograms from a sample crosslinked with C (anti-CD13) and
secondary antibodies vs. its control without antibodies. (E) Average and SDs from 3 indepen-
dent experiments. ** p < 0.01, *** p < 0.0001, ns = non-significant. (F) Representative histogram
demonstrating that virtually all cells are positive for the CD13 stain.
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Figure 2. The inhibition of Src, PLCy, and actin polymerization reduces the activation of CR3
(CD11b/CD18) triggered by CD13 crosslinking. The inhibition of Syk augments it. (A) Representative
histograms from the activation of CR3 on cells with CD13 crosslinked in the presence of inhibitors for
Syk (BAY), actin polymerization (Cyt D), PLCy (U73122), and Src (SKI-1). (B) Average and SDs for
the iMFI from 3 independent experiments. ** p < 0.001, *** p < 0.0001.

3.3. CD13 Crosslinking Also Controls CR3 Membrane Expression

In order to determine if CD13 crosslinking had any effect on the membrane expres-
sion of CR3, we evaluated CR3 membrane expression using flow cytometry in THP-1
macrophages. Figure 3A displays representative histograms showing that the signal from
the controls (cells incubated without antibodies or only with secondary antibody) stained
with an a-CD11b antibody coupled to APC practically overlaps with that of unstained cells.
In contrast, Figure 3B shows that crosslinking CD13 on the surface of macrophages induces
the surface expression of CR3. Figure 3C shows the average and SD for the MFIs of CD11b
expression on freshly harvested macrophages (pre-treatment), control cells, and cells in
which CD13 was crosslinked from three independent experiments. The overall expression
of CR3 exhibits the same pattern as CR3 activation, except for cells before treatment. Cells
stained before treatment have a basal CR3 level significantly different from that of cells
treated without antibodies (control). These data indicate that basal CD11b membrane
expression decreases after treating cells (two 30’ incubations at 4 °C, three washes, and a
10’ incubation at 37 °C) in the absence of antibodies or only with primary or secondary

antibodies. Only CD13 crosslinking restores CR3 membrane expression, even at a higher
level than pre-treatment.
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Figure 3. CD13 crosslinking promotes CR3 membrane expression in THP-1 macrophages. (A) MFI in
the RL1 channel (APC) from unstained cells and, control cells treated without crosslinking antibodies
or only with secondary antibody, stained with anti-CD11b(total). (B) Representative histograms
from a sample crosslinked with mAb C (anti-CD13) and secondary antibodies vs its control without
antibodies. (C) Average +SDs of MFIs of CD11b (total) expression on cells treated as indicated in
the graph or non-treated cells. Data from 3 independent experiments. *** p < 0.001, **** p < 0.0001.
ns = non-significant.

3.4. Src, PLCvy, Syk, and Actin Polymerization Also Have a Role in CR3 Membrane Expression

After confirming that CD13 crosslinking also influences CR3 membrane expression,
we investigated the possibility that the signaling pathway controlling this phenomenon
and the one governing the activation of CR3 shared some of their components. For this, we
pre-incubated THP-1 macrophages with either BAY, SKI-1, U73122, Cyt D, or no inhibitor
(control) for 3 h in a serum-free medium. Then, the cells were harvested and CD13 on
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their surface was crosslinked. Finally, we measured CR3 membrane expression using
flow cytometry. Figure 4A shows representative histograms comparing cells stained with
anti-CD11b (total) after stimulation by CD13 crosslinking in the presence of the different
inhibitors. The pattern is similar to the one observed for CR3 activation: BAY augments the
signal produced by the fluorochrome-coupled antibody in comparison with the control,
while Cyt D, SKI-1, and U73122 diminish it. Such differences were statistically confirmed
and are represented in Figure 2B, where the average and SD for the proportion of each
inhibitor-incubated sample vs. their respective control is plotted. The p-value for SKI-1
was <0.0001, <0.001 for both BAY and Cyt D and, 0.0221 for U73122 (n = 3). These results
indicate that Syk, Src, PLCy, and actin polymerization have a role in CR3 membrane
expression influenced by CD13 crosslinking. Supplementary Figure S5 shows a comparison
of the relation CD11b activation/expression in cells crosslinked in the presence of the
different inhibitors.
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Figure 4. The inhibition of Src, PLCy, and actin polymerization reduces the membrane expres-
sion of CR3 (CD11b/CDI18) triggered by CD13 crosslinking. The inhibition of Syk augments it.
(A) Representative histograms from the membrane expression of CR3 on cells with CD13 crosslinked
in the presence of inhibitors for Syk (BAY), actin polymerization (Cyt D), PLCy (U73122), and Src
(SKI-1). (B) Average and SDs of the iMFI from 3 independent experiments. * p < 0.0221, ** p < 0.001,
0t < 0.0001.

3.5. CR3 Activation Triggered by CD13 Crosslinking Is Accompanied by the Secretion of
Inflammatory Cytokines

Immune cells commonly respond to stimuli by secreting cytokines. The array of
secreted cytokines determines the events that will follow the original stimulus (e.g., pro-
inflammatory or anti-inflammatory). This is the reason why these proteins largely help
orchestrate the local and systemic response. Thus, it is of interest to know the milieu
generated, i.e., the accompanying cytokine profile, when immune receptors activate, in
this case, CR3. This does not mean that the activation and rise in membrane expression
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of CR3 triggered by CD13 crosslinking are driven by cytokine secretion, rather, they are
part of the overall cell response to a single stimulus. To this effect, we measured a panel of
12 cytokines. The cell-free supernatants of cells incubated without antibodies (control) and
incubated with primary and secondary antibodies (Mab C + sec) were used to determine
IFN-«, IFN-y, IL-12p70, IL-17a, IL-6, IL-1j3, IL-2, IL -8, IL-4, IL-10, MCP-1, and TNF-«. Only
the pro-inflammatory cytokines IFN-« (p = 0.0154), IFN-y (p < 0.01), IL-12p70 (p = 0.0283),
and IL-17a (<0.01) had a significant increase in their concentration compared with the
control, as seen in Figure 5. IFNs reached an average of 30 pg/mL, and IL-12p70 and IL-17
reached an average of 8 pg/mL. Even though other cytokines like IL-8, TNF-«, and MCP-1
have higher concentrations, these were not significantly different from their controls.
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Figure 5. The activation of CR3 (CD11b/CD18) triggered by CD13 crosslinking is accompanied
by the secretion of pro-inflammatory cytokines. Quantification of 12 cytokines present in the cell-
free supernatant of cells with CD13 crosslinked and their control cells treated without antibodies.
* p <0.05 (0.0154 for IFN-e, and 0.0283 for IL-12p70), ** p < 0.01, ns = non significant. Average and
SDs from 3 independent experiments.
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3.6. The Interaction Network for CD13, Syk, and CR3 (CD11b/CD18) Functional Partners
Contains 76 Proteins

The previous results showed that crosslinking CD13 on human macrophages induced
the high-affinity conformation of CR3 and its membrane expression. Thus, we turned
to bioinformatic databases to assemble an interaction network composed of functional
partners of CD13, CR3, and Syk, one of the molecules explored in our chemical inhibition
assays and a key signaling kinase in the immune system, particularly in myeloid cells, to
propose a sequential mechanistic model for the inside-out signaling pathway that could
account for the activation of CR3 following CD13 crosslinking.

To determine the potential set of proteins and pathways that participate in the CD13-
CR3 inside-out-signaling cascade, we constructed an interaction network using information
from public databases, the literature, and previous experimental work from our laboratory.
Given the high number of potential candidates, network nodes were selected using the
predicted interaction score, biological function, and presence in the target cell type.

A functional protein interaction network for CD13, Syk, and CR3 was assembled by
selecting the proteins with the highest combined scores (0.8 or more) from the STRING
database [23], as well as previously determined experimental interactions. Data mining
the STRING element and the databases GeneCards [25] and PubMed [26] were used to
confirm that the chosen proteins were present in the myelomonocytic lineage. Supple-
mentary Figure S6 presents the main ontology clusters for the selected proteins. For those
interrogation nodes that resulted in more than 50 proteins with combined scores >0.8, the
top 50 molecules were analyzed.

Using Syk as the interrogation query, we obtained a first layer of interactions among
158 proteins and STRING combined scores above 0.9. Twenty-nine entries were selected
according to the established criteria, i.e., representing CD13 and /or CR3 known functional
interactors or potential elements for the inside-out signaling pathway connecting the
two of them. Two of these proteins were also selected in the CD11b and CD18 analyses.
Supplementary Figure S7 includes the proteins selected to assemble the network, and
the Venn diagram allows the identification of those molecules common to two or more
interrogation queries. In the case of Syk, two of its interactors were also common with
CD11b and CD18.

Polypeptide chains forming CR3 (CD11b (ITGAM) and CD18 (ITGB2)), were also
subjected to this type of analysis. For CD11b, the first layer of interactions with STRING
combined scores above 0.9 consisted of 167 proteins, resulting in 22 molecules of interest.
Ten of these were also selected for CD18, as well as the two previously mentioned for both
Syk and CD18.

Using CD18 as the interrogation query resulted in 184 interactors with a combined
score of >0.9. Twenty-five molecules of interest were chosen, 13 of which were exclusive to
CD18, and the rest were shared with Syk and CD11b, as aforementioned.

Using CD13 as the interrogation query yielded 27 molecules with STRING combined
interaction scores of 0.8 and above; these were filtered to four proteins of interest using the
criteria of being either downstream signal inhibitors or enhancers, adhesion molecules, or co-
receptors which, following text mining, might provide information on the signaling pathways
necessary for interaction with CD13. Finally, 12 proteins for which an interaction with CD13
was previously experimentally determined (SYK, GRB2, PI3K, FAK, IQGAP1, SRC, NK, p38,
MEK-1, PKC, ERK 1/2, and SOS1) were added to the molecules of interest [5,27,28].

Figure 6 depicts the interaction network obtained, consisting of 76 non-redundant
proteins. Of note, pink lines and bubbles represent interactions experimentally determined,
including the ones contributed by this study. A detailed list of all proteins in the network,
their main characteristics, and their corresponding interrogation nodes, is presented in
Table S1.
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Figure 6. The interaction network for CD13, Syk, and CR3 functional partners contains 76 proteins.
Nonredundant results from the analysis of the STRING highest scoring interacting partners among
CD13, Syk, and CR3. Pink lines and bubbles represent the interactions experimentally determined in
our laboratory and by others.

Next, based on our interaction network, we constructed a sequential mechanistic
model of the CD13-CR3 inside-out signaling pathway (Supplementary Figure S8).

4. Discussion

CD13 is an ectopeptidase that, along with other proteins like CD157, CD73, CD38, and
CD26, can initiate signaling events upon stimulation [27,29]. Despite the need for extra
accessory proteins, the existence of receptors without tyrosine-kinase activity (non-RTKSs)
like these ectopeptidases, may have been retained during evolution as they provide a
tighter cell activation control than receptor tyrosine kinases (RTKs). Unlike non-RTKs,
RTKSs can undergo spontaneous activation upon stochastic encounters in the cell membrane,
which poses a risk when they are overexpressed, as they can lead to disease development.
For instance, overexpression of the RTK human epidermal growth factor receptor 2 (HER2)
is associated with various cancers, including ovarian, prostatic, gastric, lung, and breast
cancers. Furthermore, HER2 activation serves as a known mechanism of resistance to
endocrine treatment in experimental models [30].

CR3 can exist in two main conformational states that correspond to a high or low
affinity for its ligands, referred to as the active and inactive states, respectively. The
high-affinity state can be reached either by outside-in or inside-out signaling (reviewed
in [31,32]). We hypothesized that CD13 could functionally interact with integrins like CR3
by promoting its activation, considering the following two facts. First, the stimulation of
many immune receptors activates CR3 via inside-out signaling, including but not limited
to CD14, TLR2, TLR4, TLRY, and FcyRs [19,33,34]. Second, CD13 functionally interacts
with other immune receptors, for example, crosslinking CD13 with monoclonal antibodies
increases the phagocytic efficiency of particles directed to FcyRs [35]. Of note, due to the
lack of reported natural ligands that stimulate CD13 signal transduction, so far crosslinking
has been the stimulus of choice for this receptor [5,27,36].

We found that CD13, a non-RTK with a short cytoplasmic tail and no canonical signal-
ing motifs [28], activates CR3 and controls its membrane expression. CD11b membrane
expression does not always indicate activation, as shown by the different CD11b activa-
tion/total CD11b ratios in cells treated with various inhibitors. This supports the idea that
CD13 crosslinking triggers two separate phenomena: expression involving Syk and actin
polymerization and activation involving PLCy. Notably, CD13 crosslinking is necessary to
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initiate these signaling events. In the absence of antibodies or with only primary or sec-
ondary antibodies, CR3 is most likely internalized and only recycled back to the membrane
upon CD13 crosslinking, potentially through a clathrin-mediated mechanism.

CD11b levels increase when monocytes differentiate into macrophages, i.e., it is a
differentiation marker. This partially explains the enhanced potential of macrophages for
mobility, adhesion, and phagocytosis, compared to their precursors [6]. Upon stimulation
of immune receptors, associated factors activate, and, in many cases, their gene expres-
sion increases [37]. However, crosslinking CD13 on the surface of macrophages at 4 °C,
followed by a brief ten-minute incubation at 37 °C, results in an even higher expression
of CD11b on the cell membrane than the baseline differentiation levels (referred to as
“pre-treatment” in our experiments). The interpretation of this phenomenon is that, first,
certain in vivo scenarios require that CD11b membrane levels increase at shorter times than
those allowed by gene expression. Thus, the existence of receptor reservoirs in the form of
intracellular vesicles [38]. Second, CD13 may function as a sentinel, detecting stimuli that
require the activation and involvement of CD11b, thereby facilitating a swift response to
immunological challenges.

Subramani et al. [5] demonstrated that crosslinking CD13 on the human monocytic cell
line U937 induces adhesion to endothelial cells and that this phenomenon is related to the
phosphorylation of the receptor by Src, as well as to the recruitment of cytoskeleton-binding
machinery. Thus, the selection of SKI-1 and Cyt D. BAY, a highly selective and widely used
Syk inhibitor [39-41], was tried because Syk acts downstream of several immune receptors
on myelomonocytic cells, including CD13 and integrins [3,41]. In fact, Zheng et al. [41]
showed that after the glycoprotein VI on human platelets engages its ligand collagen,
an inside-out signaling pathway sets off, activating Syk, which phosphorylates PLCy,
leading to the activation of integrin ajpbs. Thus, our choice to also include the PLCy
inhibitor U73122.

Our sequential mechanistic model is supported by both STRING-predicted interac-
tions and previous experimental data, making the pathway theoretically conceivable. For
example, we chose Grb2 as an adaptor molecule bridging CD13 and Syk based on our previ-
ous findings of crosslinked CD13 co-precipitating with Grb2. Also, this molecule associates
with Shg, Src, Syk, and SHP-1 during inside-out signaling between CD32a and ollbf33
integrin in human platelets [42,43]. Similar pathways have been observed in other systems,
such as human neutrophil PSGL-1 binding endothelial P- and E-selectins, thus activating
2 integrins CR3 and LFA-1 (reviewed in [7]). Another example is Rap1, chosen for being a
key regulator of inside-out activation in phagocytic integrins like CR3, where signals from
various receptors converge [44]. These findings highlight the effectiveness of combining
experimental and bioinformatic approaches to unravel complex signaling pathways. Our
model expands the understanding of the intricate inside-out signaling cascade.

Previous publications have linked cytokine production to the expression of CD13 in
various cell types and contexts [45-49]. However, only a handful of studies have reported
the secretion of cytokines as a result of CD13 stimulation in human myeloid cells. In a
recent work from our group, Perez-Figueroa et al. [36] incubated human neutrophils for
24 h with the same primary and secondary antibodies we used in this study. A bead-based
multiplex assay was used to determine the production of IL-1f3, TNF-«, IL-8, IL-6, and
IL-10 in cell-free supernatants. From these, only IL-1 and TNF-« showed a significant
increase compared with the control. Similarly, Santos et al. [27] showed that the ligation
of CD13 on U937 human monocytes upregulates the mRNA expression of IL-8, peaking
at 2 h of incubation. In contrast, Villasefior-Cardoso et al. [50] surveyed supernatants
from human monocyte-derived DCs and macrophages for IL-6, IL-12, IL-10, and TNF-«,
but found no increase in their concentration after 18 h of CD13 crosslinking. This result
could be due to the use of sandwich ELISA, a less sensitive method. In this work, we
measured a panel of 12 cytokines and detected the presence of pro-inflammatory cytokines
accompanying the activation and rise in membrane expression of CR3 after only 10 min
following CD13 crosslinking. Specifically, IFNs type 1 (IFN-x) and 2 (IFN-y), IL-12p70,
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and IL-17a increased significantly. As expected for such a short time after stimulation, the
concentrations were lower than what other authors have reported for THP-1 macrophages.
For example, we detected approximately 8 pg/mL IL-12, whereas Shabir et al. [51] and
Souissi et al. [52] reported that THP-1 macrophages produce 100-125 pg/mL IL-12, albeit
after 4-18 h of stimulation with 100 ng/mL LPS, a potent pro-inflammatory cytokine
inducer. Similarly, Zhou et al. [53] reported that 24 h after infection with Mycobacterium
tuberculosis, THP-1 macrophages secret almost 300 pg/mL IL-12. Therefore, when both the
time after stimulation and the method of detection are considered, it becomes evident that
there is still a knowledge gap regarding the early cytokine response after CD13 crosslinking.
Thus, time-course experiments and monitoring cytokine expression and secretion between
10 min and 18-24 h are necessary to determine if CD13 crosslinking can induce similar
cytokine concentrations as other pro-inflammatory stimuli. Nevertheless, the cytokines we
detected are biologically relevant to CD13-associated processes. Type 1 IFNs are canonical
cytokines secreted as part of the antiviral response [54]; thus, it is expected that a viral receptor,
like CD13 [55,56], drives its production. This is evidenced by the work of Yamaya et al. [57],
who demonstrated that Type 1 IFN is secreted after the human coronavirus 229E, one of
the many that cause common colds, engages its receptor CD13 on the surface of primary
human nasal and tracheal epithelial cells. IL-12 is an early cytokine secreted by myeloid
cells in response to PAMPs and DAMPs and induces the expression and secretion of
IFN-y (reviewed in [58-60]). Of note, the p70 subunit is also one of the two monomers
constituting IL-23, another member of the IL-12 family of heterodimeric cytokines. In
any case, both IL-12 and IL-23 contribute to the functions of Th1 and Th17 subsets of T
lymphocytes, respectively. The secretion of these cytokines may also be related to CD13-
induced endosome recycling, as these compartments are involved in the secretion of
cytokines like TNF-«, IL-6, and IL-10 [61-63]. Nevertheless, the most intriguing of the
CD13 crosslinking-induced cytokines is IL-17a. This is because it is primarily associated
with the Th17 subpopulation of CD4+ T cells, where it was first described (reviewed in [64]).
However, an increasing body of evidence indicates that macrophages and other myeloid
cells express IL-17a [65-67]. Considering the pathophysiological significance of both IL-17a
and macrophage recruitment in various conditions such as endometriosis, sepsis, and lung
cancer [65,68,69], future research is warranted on the contribution of macrophage-derived-
IL-17a in these contexts. Additionally, both IL-17 and IFN-y are known to drive CD13
upregulation [49,70,71]. Of note, TNF-c, IL-8, and MCP-1 were detected at concentrations
ranging from 50 to 500 pg/mL, but they did not increase significantly after crosslinking
CD13. Thus, it is highly likely that the secretion of these cytokines is the result of the
conditions to which the cells are subjected during the incubations, namely, changes in
temperature and mechanical stress.

Our findings suggest that CD13 and CR3 (CD11b/CD18) may collaborate in various
cellular functions, including adhesion. CD13 has long been implicated in pro-adhesive
events such as aggregation [72,73] and invasiveness [74], while CR3 (CD11b/CD18) is
well-known for its adhesive properties and activation in response to the stimulation of
other receptors. For example, CD11b activation triggered by human neutrophil antigen
3a auto-antibodies leads to neutrophil accumulation in the pulmonary microvasculature
of some blood transfusion recipients, causing severe transfusion-related acute lung in-
jury [75]. This suggests that CD13 and CR3 may participate in the same adhesion events
during inflammation-related transendothelial migration. Although our group previously
reported that CD13-mediated adhesion to endothelial cells is integrin-independent [28],
it is important to note that CD11b was not among the integrins evaluated. This could
partially explain the observation that CD13 ligation impairs transendothelial migration
in vivo [28]. Given that, as we demonstrated, CD11b activation is a consequence of CD13
stimulation, persistent CD13 engagement would render active CR3 in constant contact with
its endothelial ligands such as ICAM-1 and ICAM-2, JAM-A, JAM-C, and RAGE [9]. This
continuous engagement could lead to cell arrest, polarization, and spreading, potentially
inhibiting extravasation [76]. While it remains uncertain, our findings suggest that CD11b
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may indeed contribute to this process. Further investigation is needed to confirm or rule
out its involvement.

CD13 and CR3 may also collaborate in phagocytosis, as both receptors perform this
cellular function. Licona-Limén and colleagues [3] demonstrated that CD13 is a primary
phagocytic receptor, capable of mediating phagocytosis of CD13-directed phagocytic preys
by human macrophages and THP-1 monocytes. Even when expressed in non-phagocytic
HEK293 cells, CD13 enables them to internalize the same type of phagocytic particles. As
for CR3, its involvement in the complement cascade is well-established. Activation of the
complement system leads to the generation of opsonizing molecules like iC3b, which are
recognized by CR3 to facilitate phagocytosis (reviewed in [8]). CR3-mediated phagocytosis
can be synergistically enhanced by other receptors, such as CR1, CD14, and scavenger
receptors, in the internalization of pathogens like Francisella tularensis [77], and Borrelia
burgdorferi [78]. Considering that CD13 also acts as a co-receptor to other phagocytic
receptors like FcyRs and mannose receptors [35,49], it is plausible that a similar functional
interaction exists between CD13 and CR3, as it does between CD44 and CR3, where CD44-
mediated phagocytosis triggers, and is partially dependent on, CD11b activation [79].

CD13 is overexpressed in many cancers, whereby adhesion and cell motility, a mecha-
nistically closely related phenomenon, contribute decisively to tumor progression [80-82].
The peptidase activity of CD13 has long been implicated in the ability of myeloid leukemia
cells to resist apoptosis. Professor Kiyohiko Hatake’s research group at the Japanese Foun-
dation of Cancer Research has dedicated decades to investigating this phenomenon and
has reported that when leukemic cells attach to vascular endothelial cells, CD13 facilitates
the degradation of the pro-apoptotic cytokine IL-8 produced by the endothelium [83,84].
Building on the findings presented in this study, we propose that CD13 plays a dual role in
this process. Initially, it promotes the attachment of leukemic cells to the endothelium—a
critical step in any metastatic cascade—by activating CR3 and potentially other adhesion
molecules. Subsequently, its peptidase activity aids in cell survival by breaking down
pro-apoptotic molecules secreted by the vasculature.

Therefore, future research should focus on understanding the functional impact of
CD13 crosslinking on CR3-mediated adhesion and phagocytosis and identifying the specific
functions that are coordinated by these receptors. It will also be necessary to assess the
participation of other components of the proposed signaling pathway governing CD13-
mediated CR3 activation and membrane expression both in vitro and, eventually, in vivo.
One possible approach is to use a CRISPR-Cas9 screening strategy, disrupting the genes
encoding the signaling pathway components individually in immortalized cells and subse-
quently expanding them into cell lines. This would enable the characterization of various
aspects of the signaling pathway, including the timing of events and the consequences of
the absence of each protein. Additionally, the phosphorylation at serine 8 and 10 in the
cytoplasmic tail of CD13, which has not been reported yet, should be evaluated as it could
add extra docking sites for accessory proteins. Such specifics could provide the basis for
the design of therapies that inhibit or enhance particular cellular activities to prevent the
spread of cancers in which CD13 is overexpressed.

5. Conclusions

In conclusion, the understanding of CD13 has evolved from being a leukemia marker
to a co-receptor and a moonlighting enzyme. This study reveals that CD13 not only elicits
outside-in signaling but also triggers inside-out signaling, leading to the activation and
membrane expression of CR3 (CD11b/CD18), another immune receptor. These findings
highlight the ability of CD13 to induce cell phenomena comparable to classical phagocytic
receptors, despite the absence of canonical signaling motifs.
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