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Pathological and therapeutic implications of the contribution of folate
metabolism to macrophage polarization

Depending on the tissue microenvironment, macrophages exert pro-inflammatory
functions (M1 polarization) or anti-inflammatory and tissue repairing activities (M2
polarization). M1 polarization is associated with Th1/Thl7-immune responses,
whereas M2 polarization predominates during resolution of inflammation. Vitamin B9,
commonly known as folate, is an essential cofactor for one-carbon metabolism that
enters the cells through three major specialized transport systems (the reduced folate
carrier, RFC; the folate receptors, FR; the proton-coupled folate transporter, PCFT)
that differ in their expression pattern, affinity for substrate and ligand-binding pH
dependency. The anti-folate methotrexate (MTX) functions as an anti-proliferative
agent in cancer and an anti-inflammatory drug in rheumatoid arthritis (RA). Although
macrophages critically contribute to RA pathology, their response to MTX remains
unknown. RA is a chronic inflammatory disease that causes bone and joint
destruction, and affects 1% of the population worldwide. Many pathological changes
of RA result from the activity of macrophages, whose presence in the synovium
correlates with the severity of the disease. In fact, inhibition of macrophage effector
functions reduces the underlying inflammatory process and has become a
therapeutic approach for RA. Macrophage-derived cytokines fuel the pathological
processes in RA and are targets of clinically successful therapies. However, although
macrophage polarization determines cytokine production, the polarization state of

macrophages in RA joints remains poorly defined.

OBJETIVES

1. Determine the expression and functional activity of folate transporters (FR-p, RFC
and PCFT) in human macrophage polarization.

2. Study the effect of the anti-folate methotrexate (MTX) in human macrophage
polarization.

3. Determine the polarization state of human macrophages in synovial fluid and

membrane of patients with rheumatoid arthritis (RA).




We report that the expression of the folate transporters differs between macrophage
subtypes, and explains the higher accumulation of 5-methyltetrahydrofolate (5-
MTHF), the major folate form found in serum, in macrophages polarized with M-CSF
or M-M@ in vitro. Macrophages polarized with GM-CSF (GM-M@) displays higher
expression of RFC, whereas FR-B and PCFT are preferentially expressed by anti-
inflammatory M-M@. These differences are also seen in macrophages from normal
tissues involved in folate transit (placenta, liver, colon) and inflamed tissues
(ulcerative colitis, rheumatoid arthritis), since M2-like macrophages from normal
tissues express FRB and PCFT, whereas TNFa-expressing M1 macrophages from
inflamed tissues are RFC+. Besides, we provide evidence that activin A is a critical
factor controlling the set of folate transporters in macrophages, as it downregulates

FR-B, upregulates RFC expression and modulates 5-MTHF uptake.

As a mean to identify MTX-response markers, we have explored its transcriptional
effect on macrophages polarized by GM-CSF (GM-M@) or M-CSF (M-M@), which
resemble pro-inflammatory and anti-inflammatory/pro-tumoral macrophages found in
RA and normal joints, respectively. MTX exhibited a minor transcriptional effect on M-
M@ but modulated the expression of 2024 genes in pro-inflammatory GM-M@, where
it induced the expression of CCL20 and LIF at the mRNA and protein level.
Pharmacological and siRNA-mediated approaches showed that the macrophage
subset-specific MTX responsiveness correlates with thymidylate synthase (TS)
expression, as pro-inflammatory TS* GM-M@ are susceptible to MTX, whereas anti-
inflammatory TS'"Y" M-M@ and monocytes are refractory to MTX. Furthermore, p53
activity was found to mediate the TS-dependent MTX-responsiveness of pro-
inflammatory TS* GM-M@. TS and p53 were found to be expressed by CD163"/TNF-
a® GM-CSF-polarized macrophages from RA joints but not from normal synovium.
Altogether, our results demonstrate that macrophage response to MTX is
polarization-dependent and determined by the TS-p53 axis, and that CCL20 and LIF

constitute novel macrophage markers for MTX responsiveness.

To dissect the molecular basis for the tissue-damaging effects of macrophages in RA
joints, we undertook the phenotypic and transcriptomic characterization of ex vivo
isolated CD14" RA synovial fluid (RA-SF) macrophages. Flow cytometry and gene

profiling indicated that RA-SF macrophages express pro-inflammatory polarization
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markers (MMP12, EGLN3, CCR2), lack expression of markers associated with
homeostatic and anti-inflammatory polarization (IGF1, HTR2B) and exhibit a
transcriptomic profile that resembles the activin A-dependent gene signature of pro-
inflammatory in vitro-generated macrophages. In vitro experiments on monocytes
and macrophages indicated that RA-SF promoted the acquisition of pro-inflammatory
markers (INHBA, MMP12, EGLN3, CCR2) but led to a significant reduction in the
expression of genes associated with homeostasis and inflammation resolution, thus
confirming the pro-inflammatory polarization ability of RA-SF. Importantly, the
macrophage-polarizing ability of RA-SF was inhibited by an anti-activin A-neutralizing
antibody, thus demonstrating that activin A mediates the pro-inflammatory
macrophage-polarizing ability of RA-SF. Moreover, and in line with these findings,
multicolor immunofluorescence evidenced that macrophages within RA synovial
membranes also express pro-inflammatory polarization markers, whose expression
is activin A dependent. Altogether, our results demonstrate that macrophages from
RA synovial fluids and membranes exhibit an MMP12*, EGLN3" and CCR2" pro-
inflammatory polarization state and that the acquisition is partly dependent on activin

A from the synovial fluid.

CONCLUSIONS

1. Tetrahydrofolate (THF) internalization and accumulation characterizes M-M@ in
vitro and in vivo. M-M@ internalize more 5-MTHF at pH 7.4 (FR- dependent) and
pH 5.5 (PCFT dependent) than GM-M@.

2. In vivo inflammatory macrophages predominantly express RFC whereas PCFT
and FR-B are preferentially expressed by macrophages in homeostatic conditions,
implying that the expression profile of folate transporters reflects the tissue

inflammatory state and discriminates macrophages polarization.

3. Activin A modulates the expression of RFC and FR-B and the internalization of 5-
MTHF in macrophages.




. MTX exhibit context and differentiation-dependent effect in myeloid cells,
determined by thymidylate synthase (TS) expression levels on monocytes and

macrophages.

. Macrophage response to MTX is polarization dependent and is determined by the
TS-p53 axis.

. LIF and CCL20 are MTX response markers in pro-inflammatory macrophages.

. Macrophages from RA synovial fluid (RA-M@-SF) show a gene profile similar to in

vitro generated pro-inflammatory GM-M@.

. Synovial CD163" macrophages from active RA patients exhibit a pro-inflammatory
phenotype and express MMP12, PHD3, CCR2 and TNF-a.

. Synovial fluid activin A contributes to the pro-inflammatory polarization profile of

macrophages in RA.
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Implicaciones patoldgicas y terapéuticas de la contribucion del metabolismo
del folato a la polarizacion de macrofagos

Los macrofagos son células de enorme plasticidad que exhiben un gran nimero de
estados fenotipicos y funcionales referidos como estados de activacion o
polarizacion. Los macrofagos pro-inflamatorios (polarizados por GM-CSF o M@-GM)
se asocian a respuesta inmune de tipo Th1/Th17 mientras que los macréfagos anti-
inflamatorios (polarizados por M-CSF o M@-M) predominan durante la homeostasis
tisular y producen IL-10. El folato, vitamina B9, es un cofactor esencial en el
metabolismo de un solo carbono que participa en las reacciones de sintesis de
purinas, pirimidinas, remetilacion de homocisteina y metilacion de ADN. El folato
entra en las células a través de tres transportadores (RFC, FR-B y PCFT) que
difieren en patrén de expresion, afinidad por el sustrato y dependencia funcional del
pH. El antifolato mas utilizado en clinica es el metotrexato (MTX) que funciona como
agente anti-proliferativo en cancer y agente anti-inflamatorio en enfermedades
autoinmunes como la artritis reumatoide (AR). EI mecanismo de accién como agente
anti-inflamatorio del MTX se desconoce en la actualidad. La AR es una enfermedad
inflamatoria crénica que causa destruccibn Osea y articular. Las alteraciones
patolégicas de la AR son, en gran medida, consecuencia de la actividad de los
macrofagos, cuya presencia en la sinovia correlaciona con la severidad de la
enfermedad. Sin embargo, el estado de polarizacién de los macréfagos en AR se
desconoce. En base a estos antecedentes los objetivos de la tesis doctoral son:

OBJETIVOS

1. Determinar la expresion y actividad funcional de los transportadores de folato (FR-P,
RFC y PCFT) en la polarizacion de los macréfagos humanos.

2. Estudiar el efecto del anti-folato metotrexato en la polarizacion de los macréfagos
humanaos.

3. Determinar el estado de polarizacion de los macr6fagos humanos en liquido y

membrana sinovial de pacientes con artritis reumatoide.

La expresion de transportadores de folato difiere en macréfagos pro-inflamatorios
(M@-GM) y anti-inflamatorios (M@-M) in vitro e in vivo: los M@-GM expresan




mayoritariamente RFC mientras que los M@-M expresan preferentemente FR-B y
PCFT. Estas diferencias también se detectaron en macréfagos residentes de tejidos
en homeostasis e involucrados en el transito de folato (placenta, higado y colon),
que expresan FR-B y PCFT, y de tejido inflamado (colitis ulcerosa, membrana
sinovial de AR), que expresan mayoritariamente RFC. La expresion diferencial de
transportadores de folato conduce a que los M@-M acumulen mas 5-
metiltetrahidrofolato (5-MTHF), la forma mayoritaria de folato en suero, que los MQ-
GM tanto a pH 7.4, dependiente de FR-B, como a pH 5.5, dependiente de PCFT.
También se demostr6 que la activina A modula la internalizacion de 5-MTHF al
regular la expresion de RFC y FR-B.

La respuesta a MTX de macrofagos pro- y anti-inflamatorios, que asemejan los
macréfagos de la sinovial de AR y sana, respectivamente, se estudid mediante
transcriptémica. Los resultados indicaron que el MTX modula un mayor numero de
genes y con mayor cambio en la expresion en M@-GM que en M@-M. En M@-GM, el
MTX induce la expresion de ARNm y proteina de la quimioquina CCL20 y de la
citoquina LIF, entre otros, y constituyen marcadores de respuesta a MTX en
macréfagos. Se determind que la respuesta diferencial a MTX de macréfagos
depende de la expresion de la enzima timidilato sintasa (TS): los M@-GM expresan
TS y son susceptibles a MTX, mientras que los M@-M y monocitos son TS?°" y son
refractarios a MTX. Se demostr6 el mecanismo molecular de la respuesta a MTX en
M@-GM, que viene determinado por el eje TS-p53. Los M@ de la membrana sinovial
de pacientes con AR activa, pero no de la sinovial sana, expresan TS y p53, lo que

explica la selectividad del MTX por M@ patoldgicos.

Para diseccionar el estado de polarizacion de M@ en AR y los factores que
contribuyen a la adquisicion del mismo, se caracterizd0 transcripcional y
fenotipicamente los M@ CD14" aislados ex vivo del liquido sinovial de articulaciones
con AR activa (CD14'LS-AR). Los resultados mostraron que los macréfagos
CD14'LS-AR expresan marcadores pro-inflamatorios (MMP12, EGLN3, CCR2), y
exhiben un perfil transcripcional que asemeja a la firma génica de los macréfagos
pro-inflamatorios modulados por activina A. Experimentos in vitro sobre monocitos y
macrofagos mostraron que el liquido sinovial promueve la adquisicion de

marcadores pro-inflamatorios y reduce significativamente los marcadores anti-
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inflamatorios y confirma la capacidad del liquido sinovial de promover la polarizacién
pro-inflamatoria, que disminuye al neutralizar la activina A presente en el liquido
sinovial. Asimismo, el analisis de inmunofluorescencia demostro la expresion de
marcadores de polarizacién pro-inflamatorios dependientes de activina A (MMP12,
PHD3, CCR2) en macréfagos de la membrana sinovial con AR activa. Se demostré
que los M@ de las articulaciones con AR exhiben un estado de polarizacion pro-

inflamatorio dependiente de activina A.

CONCLUSIONES

1. La internalizacion y acumulacion de THF caracteriza a M@-M tanto in vitro como
in vivo. Los M@-M internalizan mas 5-MTHF a pH 7.4, de manera dependiente de
FR-B, y pH 5.5, de manera dependiente de PCFT, que los MJ-GM.

2. Los macrofagos inflamatorios in vivo expresan predominantemente RFC, mientras
que PCFT y FR- se expresan preferencialmente en macrofagos en condiciones
homeostéticas, lo que implica que el perfil de expresion de transportadores de
folato refleja el estado inflamatorio del tejido y discrimina polarizacion de
macroéfagos.

3. La activina A modula la expresion de RFC y FR-B y la internalizacion de 5-MTHF

en macréfagos.

4. El metotrexato (MTX) tiene un efecto contexto y diferenciacion-dependiente en
células mieloides que viene determinado por los niveles de expresion de timidilato
sintasa (TS).

5. La respuesta a MTX en macrofagos es polarizacion dependiente y esta

determinada por el eje TS-p53.

6. LIF y CCL20 constituyen marcadores de respuesta a MTX en macrofagos pro-

inflamatorios.
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7. Los macrofagos de liquido sinovial (LS) de AR muestran un perfil génico similar a

los M@-GM pro-inflamatorios generados in vitro.

8. Los macréfagos CD163" de la membrana sinovial de pacientes con AR activa
presentan un fenotipo pro-inflamatorio caracteristico de M@-GM y expresan
MMP12, PHD3, CCR2 y TNF-a.

9. La activina A del liquido sinovial contribuye a la polarizacion pro-inflamatoria de

macrofagos en AR.
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Activina A recombinante humana

ADAM metaloproteasa con trombospondina

Acido Folinico

Acido Félico

Aminoimidazol carboxamida ribonucleétido transformilasa
Anti-inflamatorios no esteroideos

Leucemia linfoblastica aguda

Artritis reumatoide

Anfiregulina

5-aminoimidazol-4-carboxamida ribonucleétido formiltransferasa
Ligando de la quimioquina 20/ Proteina inflamatoria de macrofagos 3 alfa
Receptor de hemoglobina/haptoglobina

Receptor de manosa

DC-SING

Molécula de adhesidn celular endotelial

Receptor del fragmento de IgG Fc, baja afinidad Ilb
Receptor de trombospondina

Molécula intracelular de adhesién 3

Receptor de quimioquinas 1

Factor estimulante de colonias 1 (macréfagos)

4, 6- diamino- 2- fenilindol

Resultado de la actividad de la enfermedad 28
Dihidrofolato

Dihidrofolato reductasa

Medicamentos modificadores de la enfermedad
Timidina

Desoxitimidina difosfato

Desoxitimidina monofosfato

Desoxitimidina trifosfato

Desoxiuridina monofosfato

Liga Europea contra la reumatologia

Familia egl-9 factor inducible por hipoxia 3

Farmacos anti-reumaticos modificadores de la enfermedad
Proteina de fibroblastos activados

Receptor del fragmento de IgE FC, alta afinidad |
Folil-y-poliglutamato sintasa

Isotiocianato de fluoresceina (verde)

Encontrado en la zona inflamatoria 1
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FOLR1

FOLR2
FOLR3
FOLR4
FR
FR-a
FR-B
FR-&
FR-y
GAPDH
GARFT
GGH
GM-CSF
GPI
GSEA
HEPES
HFM
HGUGM
HIF-1a
HMOX1
HPRT1
HTR2B
HU120
HULP
IFN-y
IGF1

IMP
INHBA
IPA
JNK
LIF
LPS
M-CSF
M-CSFR
MES
MET
MHC
MMP
M@
M@-AR
M@-GM
M@-M
MRP
MTHFR
MTX
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Gen del receptor de folato 1

Gen del receptor de folato 2

Gen del receptor de folato 3

Gen del receptor de folato 4

Factor reumatoide

Proteina del receptor de folato alfa

Proteina del receptor de folato beta

Proteina del receptor de folato delta

Proteina del receptor de folato gamma
Gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa
Glicinamida ribonucleétido transformilasa
Gamma glutamil hidrolasa

Factor estimulante de colonia de macré6fagos y granulocitos
Glicosilfofatidilinositol

"Gene set enrichment analysis”

Acido 4-(2-hidroxietilo)-1-piperazineetanesulfonico
Malabsorcion hereditaria del folato

Hospital General Universitario Gregorio Marafién
Factor inducible por hipoxia 1 alfa

Heme oxigenasa 1

Hipoxantina fosforibosiltransferasa 1
Receptor 2B 5 hidroxitriptamina (serotonina)
Hospital Universitario 12 de Octubre

Hospital Universitario La Princesa

Interferon gamma

Factor de crecimiento similar a la insulina 1
Interleuquina

Inosina monofosfato

Inhibina A

"Ingenuity Pathway Analysis"

Jun Kinasa

Factor inhibitorio de leucemia
Lipopolisacéarido

Factor estimulante de colonia de macréfagos
Receptor del factor estimulante de colonia de macréfagos
Acido 2-(N-morpolino)etanesulfonico

Met Proto-oncogen

Complejo mayor de histocompatibilidad
Metaloproteasa

Macréfagos

Macrofagos de la artritis reumatoide
Macréfagos polarizados por GM-CSF o M1
Macrofagos polarizados por M-CSF o M2
Familia de receptores de proteina multidrogas
Metilentetrahidrofolato reductasa

Metotrexato



MTX-Pgl
NADPH
NOS2
OSM
PABA
PBMCs
PBS
PCC
PCFT
PCR
PFK2
PFT
PGE2
PHD3
PMX
PPARy
RANKL
RFC

ROI
ROS
RPLPO
RSAD2
S1P
SAM
SBF
SERPINB2
SLC19A1
SLC2A1/GLUT1
SLC40A1
SLC46A1
STAB1
TAM
TBP
TGF-B
THBS1
THF
TNFA
TNF-a
TS
TYMS
VSG
ZD1694
a-act A
aTGF-B1

Metotrexato poliglutamado

Nicotinamida adenina dinucleétido fosfato reducido
Oxido nitrico sintasa 2

Oscostatina

Para aminobenzoico

Células mononucleares de sangre periférica
Tampon fosfato salino

Antipéptido ciclico citrulinado

Transportador del folato acoplado a proton
Proteina C reactiva

6 Fosfo fructokinasa 2

Pifitrina

Prostaglandina 2

Proteina codificada por el EGLN3

Pemetrexed

Receptor activado proliferacién peroxisoma gamma
Ligando del receptor activador para el factor nuclear k B
Transportador de folato reducido.

Regiones de interés

Especies reactivas de oxigeno

Proteina ribosomal, grande, PO

Dominio radical S-adenosil metionina contiene 2
Esfingosina 1 fosfato

S-adenosilmetionina

Suero Fetal bovino

Inhibidor de la serpina peptidasa clado B miembro 2
Gen del transportador de folato reducido

Familia de transportadores de solutos 2 miembro 1/ Transportador de glucosa tipo 1
Familia de transportadores de solutos 40 miembro 1/ Ferroportina
Gen del transportador del folato acoplado a proton
Estabilina 1

Macréfagos asociados a tumor

"TATA binding protein"

Factor de crecimiento transformante beta
Trombospondina 1

Tetrahidrofolato

Gen del factor de necrosis tumoral alfa

Factor de necrosis tumoral alfa

Timidilato sintasa

Gen de la timidilato sintasa

Velocidad de sedimentacion globular

Raltitrexed monohidratado

Anticuerpo bloqueante anti-activina A

Anticuerpo bloqueante de factor de crecimiento transformante beta 1
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A. Macrofagos e inmunidad

Los macrofagos, junto con los neutrdfilos, participan en el desarrollo de la respuesta
inmune innata ya que constituyen la primera linea de defensa contra los patégenos y
generan una respuesta rapida e inespecifica (mediante fagocitosis, secrecion de
enzimas, citoquinas, y la produccion de especies reactivas de oxigeno y nitrégeno).
Ademas, los macrofagos y las células dendriticas coordinan la repuesta inmune

innata y adaptativa [1,2,3].

A finales del siglo XIX, Ellie Metchnikoff identific6 los macréfagos como células
capaces de fagocitar particulas externas y las denominé “fagocitos”. Por este
descubrimiento obtuvo el Premio Nobel de Fisiologia y Medicina en 1908 [4,5,6]. El
término macréfago fue acufiado por Aschoff en 1924 y proviene del griego “makros”
grande y “phagos” comer, definiendo asi al conjunto de células del sistema reticulo-
endotelial que incluia monocitos, macrofagos, histiocitos, fibroblastos, células
endoteliales y células reticulares [4,5,6]. En 1992, se describieron los marcadores de
macréfagos CD68 y F4/80, que permiten identificar los macréfagos humanos y
murinos, respectivamente. En torno al afio 2000, se describio la heterogeneicidad de

monocitos y macréfagos [4].

A.1l. Origen y caracteristicas

Desde la definicion del sistema de fagocitos mononucleares [7], el dogma establecia
que los macrofagos residentes en tejido se reemplazaban por monocitos
provenientes de sangre [7]. Estudios mas recientes en ratones y con nueva
metodologia muestran que los macrofagos de la dermis y del intestino se
reemplazan con monocitos de sangre, pero éstos no contribuyen sustancialmente a
las poblaciones de macrofagos residentes en muchos tejidos adultos en
homeostasis. La mayoria de las poblaciones de macréfagos se establecen durante
el desarrollo por precursores embrionarios que se mantiene en tejido adulto por
auto-renovacion (“self-renewal”). En los embriones, se producen ondas espacio-
temporales de células hematopoyéticas que culminan con el establecimiento de las

células madre hematopoyéticas de la meédula Osea. Recientemente se ha
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establecido que los macréfagos del saco vitelino son los precursores de la microglia,
mientras que la mayoria de macrofagos tisulares proviene de monocitos fetales

derivados de progenitores eritro-mieloides c-myb* generados en el saco vitelino [8].

Los macrofagos en tejido son células efectoras con gran plasticidad funcional lo que
les permite participar en diferentes procesos fisiopatoldégicos, como reparacién
tisular, angiogénesis, progresion tumoral y metastasis. La plasticidad funcional de los
macrofagos proviene de su capacidad de responder a estimulos enddgenos y
exdgenos y de su capacidad de adaptarse a los cambios que suceden en el
microambiente tisular, lo que explica la existencia de macrofagos especificos de
tejido (microglia, células de Kupffer...) y la gran variedad de estados de polarizacion
[9,10].

A.2. Polarizacion de los macrofagos

En respuesta a las citoquinas derivadas de células Thl (por ejemplo, IFN-y), de
factores derivados de los microbios (LPS) u otras citoquinas como TNF-a o GM-
CSF, los macréfagos adquieren actividad pro-inflamatoria, bactericida, anti-tumoral o
inmunogénica en un proceso comunmente conocido como polarizacion M1 o
polarizacion clasica. Los macréfagos M1 se caracterizan por la capacidad de liberar
una gran cantidad de IL-12 e IL-23, especies reactivas de oxigeno y nitrégeno y por
la expresidon de quimioquinas que reclutan células Thl [2,11,12]. Los macrofagos M1
también conducen la polarizacién y el reclutamiento de células Thl a través de la
expresion de las citoquinas y quimioquinas (IL-12, CXCL9 y CXCL10) amplificando
de este modo la respuesta inmune [11]. Por el contrario, las citoquinas derivadas de
células Th2 (por ejemplo, IL-4 e IL-13), TGF-B o M-CSF, asi como los
glucocorticoides, promueven la adquisicion de actividad anti-inflamatoria,
“scanvenger”, pro-tumoral, de reparacion tisular y pro-angiogénica. Todas estas
funciones se asocian a macrofagos alternativamente activados o macrofagos M2.
Los macréfagos M2 exhiben la capacidad de producir altos niveles de IL-10
[11,13,14,15,16]. Por tanto, los estados de polarizacion de macréfagos M1 y M2
representan dos extremos opuestos de un amplio rango fenotipico y funcional de
estados de activacion (Figura 1) [12,13,14,17].
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b Classically activated macrophages

Figura 1. Rueda de color representando la
activacion de los macrofagos. A. Escala lineal
representando los dos extremos de la polarizacién M1
y M2. B. Rueda de color que muestra la continua
polarizacion de macrofagos. Modificada de [17].

Wound-healing
macrophages

Regulatory
macrophages

A.3. Macrofagos en homeostasis y macrofagos en inflamacion

En condiciones normales, los macrofagos estan presentes en todos los tejidos
manteniendo la homeostasis e integridad y actuando como centinelas, eliminando
desechos celulares y células muertas (Figura 2). Los macrofagos se diferencian
morfologica y funcionalmente dependiendo de cada tejido y constituyendo del 10 al
15% de las células en condiciones quiescentes, pudiendo aumentar en nimero bajo

estimulos inflamatorios [10].
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Figura 2. Nomenclatura y distribucion tisular de macréfagos en homeostasis.
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En condiciones homeostéticas in vivo, los macrofagos residentes en tejido también
exhiben un estado de polarizacion variable que viene determinado por el
microambiente tisular. Un ejemplo representativo son los macréfagos del hueso
(osteoclastos) implicados en degradacion del hueso; los macréfagos del cerebro
(microglia) que contribuyen al desarrollo del circuito neuronal, a la modulacién de la
angiogénesis y al balance de fluidos en el cerebro [1,18], mientras que la funcion
principal de los macrofagos hepaticos (células de Kupffer) es el “scavenging”.
Debido a su localizacién en los sinusoides hepéticos, las células de Kupffer entran
en contacto con antigenos provenientes de tracto gastrointestinal por la vena porta y
contribuyen a la detoxificacion de bacterias, endotoxinas, “debris” celulares, células

apoptoticas o agentes toéxicos como el etanol [19,20].

Respecto a la polarizacion de macréfagos en homeostasis, la existencia de
macrofagos M2 productores de IL-10 se ha demostrado en pulmén e intestino
[21,22,23,24], tejidos que estan expuestos continuamente a sustancias
potencialmente dafiinas. Los macréfagos del pulmén (macréfagos alveolares)
producen IL-10 de manera constitutiva mientras que su capacidad de producir
citoquinas pro-inflamatorias es baja [25]. Los macrofagos de otros tejidos también
muestran perfil de polarizacion M2 en homeostasis: la microglia depende de la
sefalizacion a través de M-CSFR; las células de Kupffer, que constituyen entre el 80
- 90% de los macréfagos del organismo, son dependientes de la sefializacion por M-
CSF [26,27,28]. En su conjunto, estas observaciones indican que los macrofagos
muestran funciones efectoras caracteristicas de la polarizacibn M2 en varios tejidos
en condiciones basales y que el control de la polarizacién es fundamental en la

homeostasis del tejido.

La polarizacion de macrofagos M1 predomina en los estadios iniciales de la
respuesta inflamatoria, cuando la actividad citotoxica y dafina para el tejido es muy
robusta [29]. Mas tarde, el nimero de los macrofagos de fenotipo M2 aumenta para
promover la resolucion de la inflamacion, limitar la respuesta de tipo Thl y promover
el reclutamiento de células Th2. Este cambio en la polarizacion de los macrofagos se
ha demostrado en el modelo murino de infeccion peritoneal por L. monocytogenes,

donde al flujo inicial de monocitos pro-inflamatorios M1 le sigue (6 - 8 horas
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después) un aumento en monocitos M2 implicados en la resolucion de la
inflamacion. Todavia no se ha determinado si los macrofagos pro-inflamatorios M1
se re-polarizan a macrofagos M2 en este modelo de peritonitis. En general, se
acepta que la re-polarizacion M1-a-M2 tiene lugar durante la inflamacion y que la
captura de células apoptoéticas es el principal estimulo para que este cambio tenga
lugar [29]. Weis y colaboradores han demostrado que la sefializacion de esfingosina-
1-fosfato (S1P) derivado de células apoptéticas desencadena la expresion de la
enzima heme-oxigenasa 1 (HMOX1) en los macrofagos, lo que promueve la
polarizacion anti-inflamatoria M2 [30]. La ocurrencia secuencial de ambos estados
de polarizacién se requiere para que la resolucion de la inflamacion sea adecuada y

se alcance de nuevo la homeostasis tisular.

El desbalance entre el equilibrio M1/M2 o un inadecuado cambio en la polarizacion
de los macréfagos en los tejidos inflamados da lugar a inflamacién crénica como, por
ejemplo, durante el desarrollo tumoral, enfermedades autoinmunes (artritis
reumatoide, esclerosis mdultiple), resistencia a insulina o patologia cardiovascular
asociada a la obesidad. En obesidad, los adipocitos liberan CCL2, TNF-a y acidos
grasos que promueven el reclutamiento y la activacion de macréfagos de tejido
adiposo a un fenotipo M1 [31]. La activacion de macrofagos conduce a la inhibicion
de la via de sefializacion de insulina y la activacion de AP-1 y NF-kB (que conduce a
mayor secrecién de mediadores inflamatorios), y, en consecuencia, a la resistencia a
insulina. Los macréfagos de tejido adiposo de ratones y humanos muestran un pefrfil
de polarizacibn M1, mientras que los macréfagos de tejido adiposo de ratones

delgados expresan genes asociados a polarizacion M2 como la IL-10 [31,32,33].

A.4. Marcadores de polarizaciéon

Para definir el estado de polarizacion de macrofagos murinos se usan diferentes
marcadores. En la activacion clasica M1 (LPS, IFN-y), los macréfagos se identifican
por la expresion de NOS2, CD11c, o CCR7 [34,35,36], mientras que la polarizacion
M2 dependiente de IL-4 se define con la expresién de arginasa-1, el receptor de
manosa (CD206), la molécula Ym1 y Fizz-1 (found in inflammatory zone-1) [36]. La

expresion opuesta de NOS2 y arginasa-1 se ha establecido como el paradigma para
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diferenciar macrofagos clasicos y alternativos en términos de metabolismo [2,37,38].
Mientras que los macréfagos M1 usan arginina para catabolizar Oxido nitrico
mediante la estimulacién de la 6xido nitrico sintasa (NOS2), los macrofagos M2
expresan arginasa-1 para producir los precursores de poliaminas de urea y de
ornitina, necesarios para la sintesis de coldgeno y proliferacion celular

respectivamente [39].

Existen otros marcadores que distinguen los macréfagos M1 y M2 relacionados con
el metabolismo. Respecto al metabolismo de lipidos, los macrofagos M2, pero no los
macréfagos M1, muestran un aumento significativo en la internalizacion y oxidacién
de acidos grasos [39]. Esta diferencia se correlaciona con la expresion opuesta de
COX-2 y COX-1, considerados marcadores de macrofagos M1 y M2
respectivamente [40]. EI metabolismo del hierro también esta diferencialmente
regulado en macréfagos M1 y M2. Los macréfagos M1 tienen un fenotipo CD163%%°

alto

(receptor hemoglobina/haptoglobina), ferritina (implicada en acumulacion de

hierro) y ferroportina”°

(media la salida de hierro), por lo que retienen hierro, y
concuerdan con su actividad bacteriostatica y tumoricida [3,41,42,43]. Por el
contrario, los macréfagos M2 muestran un perfil opuesto y son células que exportan
hierro, actividad que promueve sus funciones de inmuno-regulacion y proliferacion
celular [38,43]. En el caso del metabolismo de la glucosa, los macrofagos M1
(activados por LPS o IFN-y) tienen alta expresion de 6-fosfo-fructokinasa 2 (PFK2) y
elevada glicolisis, mientras que los macréfagos M2 (activados por IL-4) muestran

mayor metabolismo oxidativo de la glucosa [44].

La extrapolacion de marcadores de polarizacion de raton a humano ha revelado
ciertas diferencias [12]. La comparacion de los macrofagos humanos y de raton
generados in vitro ha demostrado que sélo el 26% de los marcadores se mantiene
entre ambas especies [35]. Sin embargo, aunque la expresion de marcadores no sea
comparable, las funciones atribuidas a macréfagos M1 y M2 son comunes en ambos
sistemas. La busqueda de marcadores de polarizacion en macrofagos humanos es
un area activa de investigacion, por su valor potencial en diagnéstico y prondéstico de
enfermedades. Numerosos grupos de investigacion han trabajado en la identificacion
de marcadores de polarizacion durante los ultimos afios determinando el perfil de

expresion génica de poblaciones de macréfagos aislados ex vivo, o generados in
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vitro diferenciando monocito a macrofago bajo la influencia de citoquinas
polarizadoras M1 (IFN-y, GM-CSF, LPS..) y M2 (IL-4, M-CSF, IL-10...) [12,17,45,46]
(Figura 4). En

colaboradores han descrito que los marcadores FR-3, HMOX1 y CD209 se expresan

los macréfagos humanos, el grupo de Angel Corbi y sus

preferencialmente en los macréfagos anti-inflamatorios M2 (generados in vitro con
M-CSF) y los macréfagos asociados a tumor (TAM) [47], mientras que los
marcadores activina A [48], PHD3 [49] y CCR2 [50] se expresan preferencialmente
en los macréfagos M1 (generados in vitro con GM-CSF) (Figura 3). La activina A
(codificada por INHBA y que pertenece a la familia de TGF-B) es producida por los
macrofagos M1 (GM-CSF) y promueve la polarizacion a macréfagos M1, mientras
que inhibe la polarizacibon M-CSF dependiente (M2) y los marcadores de la

polarizacion a macrofagos M2 como FR-$ (FOLR2) (Figura 3) [48].
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Figura 3. Polarizacion de los macr6fagos M1 o M@-GM (izquierda) y M2 o M@-M (derecha). Sistema de
diferenciacion de monocitos a macroéfago M@-GM y M@-M in vitro. lzquierda, la diferenciacion con GM-CSF
genera macrofagos M1 o M@-GM, que se caracterizan por su actividad pro-inflamatorias, de dafio tisular, anti-
tumoral, y bactericida, expresan los marcadores especificos INHBA (Activina A) y EGLN3, y producen IL-23,
IL12, IL6 y TNF-a en respuesta a ligandos de TLR como el LPS. La activina A promueve la polarizaciéon M1 e
inhibe la polarizacion M2. Derecha, la diferenciacion con M-CSF genera macréfagos M2 o M@-M, que se
caracterizan por su actividad anti-inflamatoria y de reparacion tisular, pro-tumoral y de cicatrizacion. Los M@-M
expresan marcadores especificos HMOX1, FOLR2 (FR-B) y CD209 (DC-SIGN), y producen altos niveles de IL-10
en respuesta a LPS.
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B. Acido félico, folato y transportadores de folato

B.1. Acido félico, folato y metabolismo del folato

El &cido folico es un miembro de la familia de vitaminas B y la forma oxidada de la
vitamina B9 [51]. El derivado reducido y biologicamente activo es el tetrahidrofolato
(THF), comunmente llamado folato. El término folato viene del latin “folium”, que
significa hoja, ya que los folatos estan presentes en cantidad importante en
vegetales de hoja verde. Estructuralmente esta compuesto por un anillo de pteridina,
unido a un para-animobenzoilo (PABA) y un residuo de glutamato (Figura 4) [51,52].
Los mamiferos son capaces de sintetizar el anillo de pteridina, pero carecen de las
enzimas gue unen la pteridina a PABA y, por ello, son dependientes de la dieta para
mantener los niveles de folato necesarios para las diferentes reacciones metabolicas
[51,52]. Encontramos &cido félico en zumo de naranja, verduras de hoja verde, frutos
secos, legumbres e higado. Otra fuente de folatos son las bacterias de la microflora
intestinal. Los folatos juegan un papel crucial en el metabolismo de un solo carbono
(“one-carbon metabolism”), que es esencial para la metilacion, biosintesis de purinas

y pirimidinas, timidilato y reparacion y replicacién de ADN [51,52].
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Cuando se internaliza por las células, el folato se poliglutamila por la enzima folil-y-
poliglutamato sintasa (FPGS), que cataliza la adicién de entre 1 a 8 moléculas de
acido glutdmico al grupo y-carboxil de la molécula. La funcion principal de la
poliglutamilacién es aumentar la retencion intracelular de los cofactores de THF, ya
que los poliglutamatos de THF son polianiones impermeables a la bicapa lipidica
[652,53]. Dentro de la célula, los cofactores de THF funcionan como aceptores y
donadores de unidades de un carbono. Estas unidades de un carbono estan
covalentemente unidas a THF, pueden estar en forma oxidada o reducida y pueden
ser derivados metil, formil o metilen- (5,10-metilen-THF, 10-formil-THF, 5-metil-THF,
este Ultimo es la mayor forma de folato en plasma) [51] (Figura 4). La primera fuente
de unidades de un atomo de carbono es donada por la serina a THF resultando en la
formacion de glicina y 5,10-metilen-THF. El 5,10-metilen-THF es esencial para la
reaccion de la enzima timidilato sintasa (TS). La TS cataliza la conversion de
deoxiuridina monofosfato (dUMP) a deoxitimidina monofosfato (dTMP) utilizando
5,10-metilen-THF como grupo donador de metilo [51,52]. EI dTMP se fosforila
subsecuentemente a dTTP, precursor esencial para la reparacion y replicacién del
ADN (Figura 5). La segunda reaccion metabolica en la que esta implicado el folato
es el ciclo de la metilacion. La metionina sintasa transfiere el grupo metil del 5-metil-
THF a la homocisteina, lo que resulta en la formaciébn de metionina. Esta se
convierte en S-adenosilmetionina (SAM) [54]. El ciclo de la metilacion ocurre en
todas las células nucleadas y SAM sirve como el donador de grupos metilo en
reacciones clave como metilacion de islas CpG en el ADN, metilacion de proteinas y
metilacion de lipidos (fosfatidilcolina). La metilacibn es un paso crucial en el
metabolismo de neurotransmisores y en detoxificacion de xenobidticos. Por ello, la
deficiencia en folato puede aumentar los niveles de homocisteina [52]. Los
cofactores de THF también participan en el metabolismo de las purinas. El cofactor
10-formil-THF dona unidades de carbono en dos pasos de la reaccion biosintética de
purinas. La primera reaccion esta catalizada por la enzima glicinamida ribonucleétido
transformilasa (GARFT) que transfiere un grupo formilo de 10-formil-THF en la
formacion del anillo de imidazol de las purinas [51,52]. La segunda reaccion la lleva
a cabo la enzima aminoimidazol carboxamida ribonucledtido transformilasa
(AICARTF, ATIC) que resulta en la formacion de un intermediario de las purinas,
llamado inosina monofosfato (IMP). Cabe destacar que los cofactores de THF se

utilizan de manera ciclica: el dihidrofolato (DHF), producto de la reaccién de TS, se
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recicla a la forma activa THF por la enzima dihidrofolatoreductasa (DHFR) en una
reaccion dependiente de NADPH. Este THF y los THF que derivan de la sintesis de
purinas pueden convertirse en 5,10-metilen-THF y 10-formil-THF. Estos ultimos
cofactores se re-utilizan en la sintesis de purinas y timidilato (Figura 5)
[63,54,55,56,57].

Folato

Foa%...*m*’a&?i..
FR-g “‘ He
soese D,

oihe
0;0.‘0.

L)
Fol
® ’.. @ olato
) Sintesis

de pirimidinas

~___ dTMP DHF
dUMF}
Cistationina 5,10-CH,=THF THF

& P

Folato Folato-Pgl, ,

[ ° :
® Glicina Serina
® = : Homocisteina := :
[ J
[ 4 Vitamina B12 [} T
: =: 5-CH,-THF H
[ J ome
shs @ HH
o o o e
s SAH Metionina 5,10-CH-THF 10-CHO-THF Sintesis de ®
\ W purinas de novo @
SAM # /
5-CHO-THF 1
/ AMP
ADP
Metilacién / ( @ Inosina
del ADN
Metilaciéon ATP Adenosina
de proteinas
(]
TRe
e

R
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Folato poliglutamado; RFC: Transportador de folato reducido; PCFT: Transportador de folato acoplado a un
protén; FR-B: Receptor de folato beta; FPGS: Folil-poliglutamato sintasa; GGH: Gamma glutamil hidrolasa; TS:
Timidilato Sintasa; dTMP: Deoxitimidina monofosfato; dUMP: Deoxiuridina monofosfato; DHF: Dihidrofolato;
DHFR: Dihidrofolato reductasa; THF: Tetrahidrofolato; GART: glicinamida ribonucleétido transformilasa; ATIC: 5-
Aminoimidazole-4-carboxamida ribonucleétido formiltransferesa; MTHFR: Metilentetrahidrofolato reductasa; CBS:
Cistationina beta sintasa; MTR: 5-metiltetrahidrofolato homocisteina metiltransferasa; MTRR: 5-
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MTHFD1: Metilenetetrahidrofolato deshidrogenasa 1; PPAT: fosforibosil pirofosfato amidotransferasa; SHMT1:
Serina hidroximetiltransferasa 1; SAM: S-adenosil metionina; SAH: S-adenosil homocisteina; 10-CHO-THF: 10-
formil tetrahidrofolato; ABCC1-5: Proteina asociada a la resistencia de multidrogas; ABCG2: Subfamilia de la
proteina G unidad a ATP miembro 2; ATP: adenosina trifosfato; ADP: adenosina difosfato; AMP: adenosina
monofosfato; IMP: iosina trifosfato; 5-CH3-THF: 5-metil tetrahidrofolato; y 10-CHO-THF: 10-formil tetrahidrofolato.
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En base a todas estas reacciones metabdlicas, la deficiencia en los niveles
intracelulares de folato puede dificultar la biosintesis de nucledtidos, la remetilacion
de homocisteina, la biosintesis de metionina y otros procesos intracelulares de
metilacion [54,55] (Figura 5). Todo ello puede conducir a diferentes desérdenes
como anemia megaloblastica, leucopenia, trombocitopenia y defectos en el
desarrollo embrionario, en particular en el tubo neural. Estas patologias se asocian a
deficiencia de folato [52,56,58,59].

B.2. Transportadores de folato y acido folico

El acido folico y el 5-metil-THF en su forma de monoglutamato (5-MTHF) son
aniones divalentes que no pueden atravesar la membrana lipidica por difusion
simple. La internalizacion del folato en las células se lleva a cabo por “carriers” el
transportador de folato reducido (RFC), el transportador de folato acoplado a proton
(PCFT) y por los receptores de folato (FR) [53,60,61,62].

B.2.1. Transportador de folato reducido (Reduced Folate Carrier,
RFC)

El RFC esta codificado por el gen SLC19A1, pertenece a la superfamilia de los
transportadores de solutos (SLC) [63] y es el principal transportador de folato en
células de mamifero. RFC ni une ni hidroliza ATP para transportar el folato a través
de la membrana. El flujo de folato esta acoplado al flujo de fosfatos organicos,
incluyendo tiamina monofosfato y pirofosfato. RFC tiene una alta afinidad por folatos
(Km= 1 uM) y por el anti-folato metotrexato (MTX, Km=5 - 10 uM), pero baja por el
acido folico (Km= 200 - 400 uM) (Tabla 1). RFC tiene actividad 6ptima a pH 7.4, su
actividad disminuye a medida que disminuye el pH y apenas muestra actividad a pH
5.5[60,61,64].

El transportador RFC humano consta de 591 aminoacidos y estructuralmente se
compone de 12 dominios transmembrana con sus extremos N- y C-terminal en el

citoplasma y con N-glicosilacion en el Asn58 (situado en el “loop” que conecta los
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dominios transmembrana 1 y 2) [61,65]. RFC tiene expresion ubicua. El raton
deficiente en RFC indica el papel que juega el transportador en el desarrollo: los
embriones “RFC-null” mueren en el Utero antes del dia embrionario 9.5 (E9.5). Este
fenotipo se puede rescatar con dosis de 1 mg/diario de acido folico. Sin embargo, los
ratones rescatados mueren 12 dias después de nacer debido a fallos en

hematopoyesis [66].

B.2.2. Transportador de folato acoplado a protén (Proton Coupled

Folate Transporter, PCFT)

PCFT esta codificado por el gen SLC46A1 (también conocido como HCP-1) que
pertenece a la superfamilia de los transportadores de solutos (SLC) [61]. Este
transportador funciona de manera O6ptima a pH 5.5 y muy débilmente a pH
fisiologico. PCFT tiene la misma afinidad por el acido folico, folatos reducidos y anti-
folatos (Km= 0.5 -2 uM) a pH 5.5 (Tabla 1). PCFT funciona como un transportador
simporte, co-transporta protones (H") y folatos al interior celular [53,60,61,64]. El
transportador PCFT consta de 459 aminoacidos con 12 dominios transmembrana.
Los extremos C- y N-terminal se localizan en el citoplasma y tiene dos sitios de N-
glicosilacion en Asn58 y Asn68, ambos localizados en el “loop” que une los dominios
transmembrana 1y 2 [61]. PCFT interviene en la absorcion intestinal de folatos en el
microclima acidico del duodeno y yeyuno. Ademas de en el intestino delgado, PCFT
se expresa en otros tejidos involucrados en el transporte fisiol6gico de folatos como
la placenta y el higado [67]. En consistencia con el papel que juega PCFT en la
absorcion intestinal de folatos, las mutaciones de pérdida de funcion en el gen
SLC46A1 resultan en el sindrome de malabsorcion de folato hereditario (HFM,
Hereditary Folate Malabsorption; OMIM 229050), desorden raro de caracter
autosomico recesivo [56,68,69]. Estos pacientes manifiestan bajos niveles de folato
en sangre y en el sistema nervioso central y presentan los siguientes sintomas:
anemia megaloblastica, deficiencias del sistema inmune, infecciones recurrentes,

deficiencias neurolégicas y retraso mental.
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B.2.3. Receptores de folato (Folate Receptor, FR)

La familia de receptores de folato incluye cuatro miembros: FR-a (codificado por el
gen FOLR1), FR-B (FOLR2), FR-y (FOLR3) y FR-0 (FOLRA4). Tres de ellos (a, B y d)
estdn anclados a la membrana plasmatica mediante un dominio
glicosilfofatidilinositol (GPI) [47] (Figura 6). FR-y es una proteina soluble que carece

del anclaje GPI.
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Figura 6. Representacion esquematica de la internalizaciéon del folato al interior celular por el receptor de
folato proteina unida a la membrana por glicofosfatidilinositol.

FR-a y FR-B tienen alta afinidad por el acido félico y 5-metil-THF (Kd= 0.1 - 10 nM)
pero baja afinidad por otros folatos reducidos y MTX (Kd= 10 - 300 nM) [65] (Tabla
1). La internalizacion de folatos tiene lugar por un mecanismo de endocitosis
mediada por receptor. Los receptores de folato se caracterizan por tener una
expresion restrictiva. FR-a se restringe a células epiteliales, especificamente en el
plexo coroideo, en los tabulos proximales del riidn y del epididimo, en las células
acinares mamarias, en las glandulas bronquiales y salivares submandibulares y las
en las células del trofoblasto. Auto-anticuerpos anti-FR-a y mutaciones de pérdida de
funcién en FR-a, que causa una enfermedad neurodegenerativa en nifios, se han
asociado a deficiencia de folato cerebral [58,59]. Recientemente se ha descrito que
FR-a media el transporte del 5-MTHF en el liquido cefaloraquideo [70]. Los estudios
en ratones deficientes indican que FR-a es vital para el desarrollo del tubo neural.

Los embriones FR-a KO mueren en el utero.

FR-B se expresa en monocitos inflamatorios [71], macréfagos y células de leucemia
mieloide aguda [60,65,72,73]. Respecto a su expresion en los macréfagos, FR- se
expresa en los macrofagos humanos polarizados por M-CSF in vitro y los
macrofagos asociados a tumor de manera funcional ya que FR-B media la

internalizacion de conjugados de folato (cuya internalizacion es exclusiva de
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receptores de folato y no depende de RFC o PCFT) [47,61]. Los macréfagos
humanos polarizados por GM-CSF expresan niveles muy bajos o nulos de FR-B y en
consecuencia no muestran capacidad de internalizar conjugados de folato. Por el
contrario, en modelos murinos de inflamacion (modelos de asma y de artritis
reumatoide) los macréfagos son capaces de internalizar conjugados de folato
[71,74]. Los ratones deficientes en FR-B muestran un fenotipo normal pero mayor

riesgo de desarrollar defectos en el tubo neural inducidos por arsénico [47,65,72].

FR-B y PCFT unen folatos con alta afinidad pero con distinto pH [53]. Se ha
explorado el papel de PCFT durante la endocitosis de folato en células HelLa que
expresan FR-a [75]. En estos estudios se ha demostrado que PCFT se co-expresa
con FR-a en endosomas y que la funcibn de PCFT es exportar folatos de

endosomas acidificados al citoplasma [75].

FR-5 (FOLR4) se expresa en las células T reguladoras CD4°CD25" y en ovocitos.
Recientemente se ha demostrado que FR-8 es esencial para la fusion entre el 6vulo
y el espermatozoide y para la fertilizacion [76]. La proteina Izumol se expresa en
espermatozoides y es el ligando de FR-d, proteina re-llamada Juno. Tras la
fertilizacion se produce el “shedding” de Juno en el huevo fertilizado para impedir la
poliespermia. Los ratones Juno” hembra son infértiles y los ovocitos Juno™ no se
fusionan con el esperma normal [76]. FR-y (FOLR3) es un receptor soluble que se

secreta en los tejidos hematopoyéticos y se encuentra en el suero [72].

FR-o/FR-B/FR-5 PCFT

Gen SLC19A1 FOLR1/FOLR2/FOLR4 SLC46A1
Anclaje Transmembrana Unida a GPI Transmembrana
Peso molecular (KDa) 60 29 (34) 50
Expresion Ubicuo Especifica Epitelial
Acido Félico Km= 200 - 400 pM Kd= 1 nM Km= 0.5 - 2 uM pH 5.5
5-MTHF Km=1-10 uM Kd=1-10 nM Km=0.5-2uM pH 5.5
Antifolato Km=1-5uM Kd> 100 nM Km=0.5-2 uM pH 5.5
Conjugados de folato No Si No
FR-a Letal
Ratén KO Letal FR-B Fenotipo normal  Deficiencia sistémica de folatos

FR-6 No descrito
Tabla 1. Caracteristicas basicas de los transportadores RFC, PCFT y FR.
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C. Antifolatos

Los antifolatos son antagonistas del acido félico y pertenecen a un grupo de
farmacos conocidos como antimetabolitos, compuestos sintéticos con analogia

estructural al metabolito normal que actian como antagonistas del mismo.

C.1. Breve historia de los antifolatos: aminopterina y metotrexato

Los antifolatos entraron en la terapia contra el cancer a finales de 1940. En 1948, los
doctores Farber y Diamond describieron el “fendbmeno de aceleracion” en el que la
administracion de acido félico a nifios con leucemia aguda aceleraba el proceso
leucémico [77]. Propusieron que este fendmeno podria revertirse tratando a los
pacientes con antagonistas del acido félico. La aminopterina indujo temporalmente la
remision en 10 de los 16 nifios con leucemia aguda tratados, y se convirtié en el
primer antifolato usado en clinica. Este hecho se considera el comienzo de la
guimioterapia oncolégica. El metotrexato (MTX), homdlogo de la aminopterina pero
con mejor indice terapéutico, se establecid como el primer antifolato usado en clinica
para tratar osteosarcoma, coriocarcinoma y cancer de mama e indujo la remision

completa en pacientes con leucemia linfoblastica aguda (ALL) [78].

Para interferir en la proliferacion del tejido conectivo a principios de 1950 se trat6 con
aminopterina a pacientes con artritis reumatoide (AR) [79], y se observoé una mejora
de los signos y sintomas de la AR en 6 de los 7 pacientes estudiados. En 1980,
Hoffmenster y colaboradores realizaron el primer ensayo clinico en pacientes con
AR severa con dosis bajas de MTX que demostré gran eficacia anti-inflamatoria
[80,81].

C.2. Caracteristicas del metotrexato (MTX): dosis y farmacocinética

En la actualidad, el MTX es un agente quimioterapéutico utilizado en el tratamiento
de numerosas enfermedades neoplasicas incluyendo leucemia linfoblastica aguda,

linfoma no Hodgkin, osteosarcoma, cancer de pulmon y cancer de mama. En AR, el
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MTX estd incluido dentro del grupo de medicamentos modificadores de la
enfermedad (DMARDs). EI MTX también se utiliza en el tratamiento de otras
enfermedades autoinmunes como la enfermedad de Crohn y la psoriasis [80]. Las
dosis cambian significativamente segun el tipo de enfermedad; en cancer la dosis de
MTX varia entre 20 - 250 mg/kg, mientras que en AR la dosis varia entre 0.1 - 0.3
mg/Kg y se administra semanalmente [79]. La alta concentracion de MTX en cancer
pueden generar toxicidad, por lo que al dia siguiente se administra una dosis de
acido folinico de rescate (10 - 15 mg/m?) [82,83]. En la AR, se recomienda comenzar
con una dosis de MTX de 7.5 mg/semana, ajustandose hasta tener una respuesta
optima, y no pudiendo exceder de 20 - 25 mg/semana y, al dia siguiente se
administra una dosis de &cido félico (5 - 20 mg) [84] o acido folinico (5 mg) [85]. En
AR, la respuesta terapéutica al tratamiento comienza entre 3 y 6 semanas después
del inicio del mismo. Si el paciente responde bien, el tratamiento se mantendra en

torno a 2 afios [79].

Estructuralmente la molécula del MTX esta conformada por el acido 4-amino-N10-
metilpteroil glutamico, y, en la posicién 4 del anillo de pterinas, el grupo amino
sustituye al grupo hidroxilo respecto a la molécula de &cido félico (Figura 7).
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Figura 7. Estructura quimica del metotrexato.

El MTX puede ser administrado por via oral, intravenosa, intramuscular o intratecal.
Si la administracién es por via oral, el MTX se absorbe en la zona del yeyuno
proximal mediante un transporte activo, incompleto y rapido que depende de cada
paciente y de la dosis administrada. EI MTX oral experimenta un primer paso en el

higado que contempla dos modificaciones: la 7-hidroxilacion por el aldehido oxidasa,
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produciendo 7-hidroximetotrexato responsable de la nefrotoxicidad y la
poliglutamilacion, responsable de la retencion dentro de la célula [86,87], y que limita
su biodisponibilidad al introducirlo en la circulacién enterohepatica [81,88,89]. Una
vez absorbido en el intestino y transportado al torrente sanguineo, se distribuye a lo
largo del cuerpo mostrando mayor concentracién en los compartimentos del tejido
extravascular incluyendo el higado, rifién, piel, bazo, células sanguineas y liquido
sinovial (a las 4 horas de la administracion muestra la misma concentracion que en
el plasma) [81]. En el contexto de AR, se ha observado que se distribuye en mayor
concentracion en las articulaciones inflamadas que en las normales, y muestra una
relacion sinovia vs plasma de 0.9:1.2. El 95% del MTX administrado es metabolizado

24 horas después de su administracién [90].

Godfrey C y colaboradores (1998) realizaron estudios farmacocinéticos en pacientes
adultos con AR que indican que el MTX muestra un pico maximo en plasma (1 pM)
durante las primeras horas, que desciende a 0.1 pyM a las 10 horas de la
administracion (Figura 8A) [91,92]. En el caso del tratamiento de osteosarcoma la
farmacocinética muestra un pico maximo de 1500 uM entre las 4 a 6 horas de su
administracion, que desciende a 0.5 uM a las 72 horas (Figura 8B) [82,93].
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Figura 8. Farmacocinética de metotrexato en pacientes de artritis reumatoide (izquierda) y osteosarcoma
(derecha) Modificadas de [91,92,93]. A. Modelo representativo predictivo (---) y observado (e) de la
concentracion de metotrexato (UM) en plasma respecto al tiempo (h). B. Concentracion de metotrexato (e) y el 7-
hidroxi-metotrexato (A) en suero respecto al tiempo en 65 pacientes de osteosarcoma.

El MTX es eliminado principalmente por filtracion glomerular y por secreciéon en el

tabulo proximal del rifion y, en pequefias dosis, por via biliar [81,88].
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C.3. Metabolismo del MTX

El MTX entra en la célula por los transportadores de folato RFC y PCFT [88]. El MTX
es un inhibidor competitivo de la dihidrofolato reductasa (DHFR) [60,94,95], la
enzima responsable de la reduccion de dihidrofolato (DHF) a tetrahidrofolato (THF)
(Figura 5). Esta reaccion es un paso clave en las reacciones dependientes del
metabolismo de un solo carbono, e impide el reciclaje de 5,10-CH,THF, lo que inhibe
la sintesis de timidilato y la replicacion y reparacion del ADN. El MTX, al igual que el
folato, se poliglutamila (MTX-Pgl) por la enzima folilpoliglutamato sintasa (FPGS). La
poliglutamilacién promueve la retencién intracelular y aumenta el rango de dianas.
MTX-Pgl es un potente inhibidor de la timidilato sintasa (TS, TYMS), directamente
implicado en la sintesis de timidina; de la glicinamida ribonucle6tido transformilasa
(GART) y de la 5-aminimidazol 4-carboxamida ribonuclettido formiltransferasa
(ATIC), enzimas implicadas en la sintesis de purinas de novo;, y de la
metilentetrahidrofolato reductasa (MTHFR) [94,95,96]. EI MTX sale de la célula a
través de transportadores de salida de folatos, miembros de los transportadores
ABC “binding casette” que incluyen ABCC1-5 y ABCG2, ademas de RFC que es
bidireccional (Figura 9) [61].
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Figura 9. Metabolismo del MTX. MTX: Metotrexato; MTX-Pgl: Metotrexato poliglutamado; RFC: Transportador
de folatos reducidos; PCFT: Transportador de folato acoplado a un protén; FR-f: Receptor de folato beta; FPGS:
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reductasa; MTHFS: 5,10-Meteniltetrahidrofolato sintetasa; MTHFD1: Metilenetetrahidrofolato deshidrogenasa 1,
PPAT: fosforibosil pirofosfato amidotransferasa; SHMT1: Serina hidroximetiltransferasa 1; SAM: S-adenosil
metionina; SAH: S-adenosil homocisteina; 10-CHO-THF: 10-formil tetrahidrofolato; ABCC1-5: Proteina asociada
a la resistencia de multidrogas; ABCG2: Subfamilia de la proteina G unidad a ATP miembro 2; ATP: adenosina
trifosfato; ADP: adenosina difosfato; AMP: adenosina monofosfato; IMP: iosina trifosfato; 5-CH3-THF: 5-metil
tetrahidrofolato; y 10-CHO-THF: 10-formil tetrahidrofolato.

El mecanismo de accién del MTX en cancer implica la inhibicion de la proliferacion
tumoral, mediante el blogueo de la sintesis de purinas y pirimidinas en las células
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que proliferan mas activamente. En AR, con dosis mas bajas y pauta de
administracion semanal, el MTX disminuye el dolor articular, el numero de
articulaciones inflamadas y mejora los parametros analiticos indicadores de la
enfermedad (DAS28, PCR, FR, entre otros) [97,98]. Sin embargo, el mecanismo
exacto por el cual el MTX ejerce su accion anti-inflamatoria se desconoce. Se ha
descrito que el MTX promueve la liberacién de adenosina (por inhibicién de ATIC) y
la disminucion de la acumulacién de poliaminas, lo que podria contribuir a su accién
anti-inflamatoria. El MTX inhibe la activacion de células T, la expresion de citoquinas
y moléculas de adhesion e induce apoptosis en células T. También se ha descrito
que el MTX promueve la generacién de especies reactivas del oxigeno (ROS) a
través de la activacion de Jun kinasa (JNK) [99]. Por otro lado, se desconocen las
razones de la falta de respuesta clinica a MTX en algunos pacientes y su toxicidad
en otros. Ademas, a excepcion de los niveles de MTX-Pgl en eritrocitos, tampoco se
conocen marcadores de respuesta a MTX.

D. Artritis reumatoide (AR)

D.1. Caracteristicas de la AR

El término de AR se utilizé por primera vez en 1859 por Alfred Baring Garrod para
distinguir poliartritis inflamatorias y artrosis poliarticulares de formas de artritis ya
conocidas como la fiebre reumatica o la gota. En 1922 se destin6 Unicamente para
las poliartritis inflamatorias, y en 1941 fue aceptado por la Asociacion Americana de
Reumatologia [97,100]. El termino de artritis reumatoide proviene del griego: artritis
se divide en la raiz artr- articulacion y el sufijo iti- inflamacion, y reumatoide divido en
la raiz rheuma/rheumatos- flujo y del sufijo oid- semejante. La AR es la enfermedad
inflamatoria mas frecuente de las enfermedades cronicas, autoinmunes y sistémicas
que afecta principalmente a mdltiples articulaciones de manera simétrica, como
articulaciones pequefias de las manos y pies y articulaciones de carga como la
rodilla, provocando la destruccion de su estructura, deformidad y, finalmente, una
severa discapacidad funcional [98,100]. Se calcula que la prevalencia mundial de la
AR esta entre el 0.3 - 1.2%, y en Espafia entre el 0.5 - 0.8% de la poblacion adulta,

diagnosticandose cada afio 20.000 nuevos casos en Espafia segun la Sociedad
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Espafiola de Reumatologia. La incidencia es superior en mujeres que en hombres
(3:1), y el inicio de la enfermedad se produce en torno a los 40 - 60 afios aunque

puede manifestarse a cualquier edad.

El diagndstico de la enfermedad se basa en criterios clinicos, radiolégicos e
inmunoldégicos establecidos por el Colegio de Reumatologia Americana (ACR) y Liga
Europea contra la Reumatologia (EULAR) en 2010 [100] que permiten el diagndstico
tanto de pacientes con AR en estadios tempranos como en tardios. Estos criterios

se muestran en la Tabla 2.

Criterios ACR/EULAR 2010 para el diagnéstico de la artritis reumatoide

2 a 10 articulaciones grandes
Numero de 1 a 3 articulaciones pequefias
articulaciones afectadas 4 a 10 articulaciones pequefias
mas de 10 articulaciones (al menos 1 pequefia)
positiva débil

Serologia (FR o PCC) positiva fuerte (mas de tres veces el valor normal)

Reactantes de fase
aguda (VSG o PCR)
Duracién de la artritis mas de 6 semanas
El diagnostico de la artritis reumatoide exige la presencia de sinovitis de al
menos una articulacion, la ausencia de un diagndstico alternativo que explique
mejor la artritis y una puntuacion de al menos 6 de los 10 puntos posibles.
Tabla 2. Criterios de ACR/EULAR 2010 para diagnosticar a los pacientes de artritis reumatoide. FR: Factor

reumatoide; PCC: antipéptido ciclico citrulinado; VSG: velocidad de sedimentacion globular; PCR: Proteina C
Reactiva [100].

VSG o PCR elevadas

PP WDNOTWDN P

La etiologia de la AR es parcialmente conocida, multifactorial e incluye factores
genéticos (como por ejemplo polimorfismos en el gen de HLA-DR), ambientales
(tabaco), endocrinos (inicio de la menopausia o factores hormonales), derivados del
sistema inmune (por la aparicion de diversas moléculas autoinmunes como el factor
reumatoide o anticuerpos anti-péptido ciclico citrunilado), agentes infecciosos
(micoplasma, virus de Einstein Barr, citomegalovirus, parvovirus B19, virus de la
rubeola y herpes) [101], entre otros. Actualmente no existe una hipotesis unica que
incluya todos los factores conocidos e integre todos los mecanismos patogénicos
involucrados. Lo mas probable es que ninguno de los factores sea el Unico causante
de la enfermedad sino que la combinacion de todos ellos determine el desarrollo de

la AR y actue también como moduladores de la enfermedad [102,103,104,105].
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En la patogenia de la AR estan implicadas la respuesta inmune innata y adaptativa.
Existe una amplia gama de manifestaciones sistémicas de la enfermedad pero la
alteracion caracteristica es una sinovitis inflamatoria que afecta principalmente a las

articulaciones periféricas con distribucion simétrica [105].

D.2. Membrana sinovial y liquido sinovial de articulaciones AR:

caracteristicas y composicion celular

La articulaciéon normal se compone de una cavidad sinovial en la que se distinguen
el liquido sinovial, que lubrica la articulacion para el movimiento, y la membrana
sinovial, que tapiza toda la cavidad [106]. El liquido sinovial rellena la cavidad
articular y consiste en un trasudado del plasma sanguineo enriquecido en acido
hialurénico, que nutre y lubrica las superficies del cartilago manteniendo condiciones
adherentes que permiten el movimiento. En condiciones normales, el liquido sinovial
no presenta factores de coagulacion, es viscoso, acelular y sin particulas. En el caso
de pacientes con AR su liquido sinovial produce una infiltracién de neutréfilos y en
menor proporcion linfocitos (aproximadamente el 10%) y sinoviocitos (macrofagos y
fibroblastos) (Figura 10) [107,108].

La membrana sinovial se divide anatomica y funcionalmente en dos capas. La capa
en contacto con la cavidad articular y en conexion con el liquido sinovial se
denomina capa intima o “lining” y por debajo se encuentra la capa subintima o
“sublining” (Figura 10) [107,108]. En condiciones normales, la capa intima o “lining”
consta de una fina capa de 2 0 3 células de espesor y se compone de dos tipos
celulares de morfologia y linaje distintos: los sinoviocitos macrofagicos (macréfagos)
y sinoviocitos fibroblasticos (fibroblastos). El “lining” se estructura por uniones
celulares pero no constituye ni un epitelio ni un endotelio y carece de lamina basal,
permitiendo asi la comunicacion con el “sublining” [109,110]. En los pacientes con
AR se produce hiperplasia de los tipos celulares que componen el “lining”. Los
macrofagos presentan un fenotipo comun a los macréfagos residentes en otros
tejidos conjuntivos y expresan los marcadores CD11b, CD68, CD14, CD16 y
antigenos del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) [107]. Los sinoviocitos

fibroblasticos son células mesenquimales con apariencia de fibroblastos con los que
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comparten caracteristicas fenotipicas como la expresion de colageno de tipo IV y V,
la vimentina y CD90. Ademas poseen el reticulo endoplasmético y el aparato de
Golgi muy desarrollado debido a su gran capacidad secretora de proteinas de la
matriz extracelular [108]. En condiciones normales, la capa subintima o “sublining”
esta formado por tejido conectivo inervado y vascularizado por arteriolas y vesiculas
de mayor tamafio junto con los vasos linfaticos que drenan el exceso de fluido de la
cavidad articular. En los pacientes con AR, el “sublining” sufre también un proceso
de hiperplasia y angiogénesis que invade el tejido conectivo perdiendo su
funcionalidad. Se infiltra de macrofagos, linfocitos y fibroblastos a través de los
vasos de nueva formacion [103,111].

Los tipos celulares residentes en la membrana sinovial son importantes en la
patogenia. Los fibroblastos presentan un fenotipo activado [112], produciendo
citoquinas (IL-6 [113], IL-15 [114], IL-18, IL-33 e IL-32 [115]) y factores que
promueven la inflamacion y destruccion del hueso (aumento en la expresion de
RANKL) [116,117,118] y del cartilago adyacente debido a su capacidad de producir
grandes cantidades de proteasas de la matriz extracelular del cartilago, entre las que
destacan las metaloproteinasa (MMP1, MMP13 y MMP3 especialmente importantes
en la AR [119]), catepsinas [120] y agrecanasas (ADAMTS-4 y 5) [109,121]. Los
macrofagos producen potentes mediadores de la inflamacién y destruccion del
tejido, incluyendo citoquinas pro-inflamatorias (IL-6 y TNF-a) [107,122],
prostaglandinas (PGE;) [123,124,125], metaloproteinasas (MMP9 y MMP12 [107]) y

especies reactivas de oxigeno.
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Figura 10. Representacién esquemética de una articulacion comparando la membrana sinovial sana
(izquierda) y la membrana sinovial con artritis reumatoide activa (derecha). Se muestran los tipos celulares
implicados en su patogenia de la artritis reumatoide. Izquierda, aumento de los tipos celulares que se encuentran
en el liquido sinovial en condiciones inflamatorias.

D.3. Tratamiento de AR

Con el objetivo de lograr la minima actividad clinica y la remision de la enfermedad y
de minimizar asi el grado de afectacion articular y de disminuir la discapacidad a
largo plazo, se establece una linea de tratamiento a la que responde cada paciente
individualmente [105]. No existe por tanto un tratamiento especifico, ya que hasta la

actualidad ningun tratamiento supone cura efectiva para la AR.
Los farmacos utilizados en el tratamiento de la AR se dividen en 3 clases:

- Anti-inflamatorios no esteroideos (AINES), pilar importante para el tratamiento

de la AR en los estadios iniciales de la inflamacion. No modifican la patogenia

44



de la AR pero reduce el dolor y la inflamacion articular, pudiendo mejorar la
calidad de vida del paciente. Son principalmente el ibuprofeno y la aspirina.

- Corticosteroides, potentes supresores de la respuesta inflamatoria. Su uso es
controvertido debido a la toxicidad y a sus efectos secundarios. Se suelen

utilizar cuando los pacientes no responden a los AINES.

- Los farmacos anti-reumaticos modificadores de la enfermedad (FAMEs o
DMARDS) pueden ser sintéticos o biologicos, capaces de retardar o parar la
progresion de la AR. Los DMARD sintéticos son el metotrexato (MTX),
leflunomida, sulfosalacina y las sales de oro. Los DMARD biolégicos
principales son anticuerpos anti- factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a)
(infliximab, etanercept y adalimumab), anticuerpos anti- interleuquina 1 (IL-1)
(anakinra), anticuerpos anti- receptor de IL-6 (tozilizumab) [126] y anticuerpos
anti- CD20 (rituximab).

El avance en el conocimiento de las bases celulares y moleculares de la AR ha
permitido que se hayan desarrollado los denominados DMARDs biolégicos,
compuestos capaces de actuar especificamente sobre las células o mediadores
implicados en la patogenia de la AR [101,103,111]. Se utilizan cuando los pacientes
responden inadecuadamente o tienen efectos secundarios nocivos a los DMARDs
sintéticos. Los DMARDs biolégicos estan disefiados para bloquear la accion de
citoquinas inflamatorias, principalmente TNF-a, IL-6 e IL1, para impedir la co-

estimulacién de las células T o la actividad de las células B [127].

D.4. Los macroéfagos en la AR

Numerosos datos experimentales indican que los macréfagos juegan un papel en la
patogenia de la AR. El incremento del numero de macrofagos en el tejido sinovial
correlaciona con el grado de erosion de las articulaciones y contribuye a la
hiperplasia de la capa intima o “lining” [128,129]. Ademés el numero de macréfagos
CD68" del “sublining” difiere entre efectividad e inefectividad del tratamiento
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[108,130], indicando que los macrofagos del “sublining” constituyen un biomarcador

de la respuesta al tratamiento en pacientes con AR.

La importancia del GM-CSF y M-CSF en la artritis inflamatoria se ilustra por el hecho
de que la deficiencia de GM-CSF en ratones y los ratones Csf1°°/°" son resistentes a
la artritis inducida por colageno [131,132], y que la administracion de M-CSF
exacerba la artritis [133]. Ademas el bloqueo de GM-CSF o M-CSF reduce la
severidad de la artritis inducida por colageno [133,134] y en ambos CSFs se han
detectado en niveles elevados en el liquido y el tejido sinovial de pacientes con AR
[135]. Como la deplecion de GM-CSF y M-CSF es efectiva y disminuye la severidad
de la enfermedad, en la actualidad estdn en curso diferentes ensayos clinicos
dirigidos a reducir el GM-CSF o el M-CSF en AR [135].
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Los objetivos de esta Tesis Doctoral son:

+ Determinar la expresion y actividad funcional de los transportadores de folato

(FR-B, RFC y PCFT) en la polarizacién de los macrofagos humanos.

» Estudiar el efecto del anti-folato metotrexato en la polarizacion de los
macrofagos humanos.

« Determinar el estado de polarizacién de los macréfagos humanos en liquido y

membrana sinovial de pacientes con artritis reumatoide.
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Material y Métodos
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Aislamiento de monocitos humanos y diferenciacion de los

macrofagos

Se utilizaron “buffy coats” de sangre periférica de donantes sanos obtenidos del
Centro de Transfusiones de la Comunidad de Madrid. El concentrado leucocitario fue
sometido a un gradiente de densidad con Ficoll (Lymphoprep) y se aislaron las
células mononucleares de sangre periférica (PBMCs). El aislamiento de los
monocitos de PBMCs se realiz6 mediante seleccion positiva con anticuerpos anti-
CD14 acoplados a bolas magnéticas (CD14 Microbeads human, Miltenyi Biotec). La
pureza y viabilidad se analiz6 mediante citometria de flujo.

Los monocitos se cultivaron a una concentracion de 0.5x10° células/ml en placas de
12 pocillos (Costar) durante 7 dias en medio RPMI 1640 (RPMI standard, que
contiene 1 mg/L de &cido félico, Gibco Life Technologies) suplementado con 10% de
suero bovino fetal (SBF, Sigma Aldrich) a 37°C en una atmosfera humidificada con
un 5% de CO,. La diferenciacién de monocito a macréfagos se realizé en presencia
de GM-CSF (1000 U/ml, Immunotools) o en presencia de M-CSF (10 ng/ml,
ImmunoTools) que genera macréfagos con fenotipo pro-inflamatorio (M@-GM) o anti-

inflamatorio (M@-M), respectivamente. Las citoquinas se afiadieron cada dos dias.

Aislamiento de las células CD14" de liquido sinovial de pacientes

con artritis reumatoide (AR)

Las muestras del liquido sinovial de pacientes de AR se obtuvieron de tres
hospitales madrilefios: Hospital General Universitario Gregorio Marafion (HGUGM),
Hospital Universitario La Princesa (HULP) y Hospital Universitario 12 de Octubre
(HU120). Los pacientes de AR firmaron el consentimiento informado, y el estudio
fue aprobado por el Comité Etico del HGUGM, HULP y HU120.

Las muestras de liquido sinovial se obtuvieron de 44 pacientes con diferentes
caracteristicas demogréficas y estado terapéutico de AR. A estos pacientes se les

realizé una artrocentesis terapéutica de rodilla, técnica que consiste en la puncién y
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evacuacion del liquido sinovial. Estas muestras se sometieron a analisis citoldgico,

presentando un alto recuento celular, lo que confirmé en todos los casos AR activa.

De 10 muestras de liquido sinovial de pacientes con AR activa se aislaron las células
CD14". El liquido sinovial se diluyé en PBS (1:1), previo a la centrifugacion por
gradiente de densidad con Ficoll. Las células mononucleares se aislaron y
caracterizaron por citometria de flujo. Si el porcentaje de células CD14" era mayor a
un 75%, las células se aislaron con anticuerpos anti-CD14 acoplados a bolas
magnéticas. La pureza y viabilidad de las células CD14" aisladas se analiz6
mediante citometria de flujo. Las células recién aisladas se lisaron en tampon de lisis

RLT (Qiagen) para la obtencion de ADN, ARN y proteina.

Se cultivan las células a una concentracion de 0.5x10° células/ml para los distintos

tratamientos.
Aislamiento de las células CD14" de liquidos asciticos

La ascitis es la acumulacién de liquido en la cavidad abdominal, en concreto, entre
el peritoneo que recubre los érganos abdominales o peritoneo visceral y el peritoneo
que cubre la pared abdominal o peritoneo parietal. Son varias etiologias las que
pueden producir ascitis entre las que se encuentran el cancer, que constituye el 10%
de las causas de ascitis y se denomina ascitis maligna. Este tipo de ascitis suele

contener una importante cantidad de células mononucleares.

El liquido ascitico de pacientes con cancer gastrico, melanoma, cancer de mama y
cancer de ovario se obtuvieron del HGUGM. Los pacientes recibieron el

consentimiento informado y el estudio fue aprobado por el Comité Etico del HGUGM.

El liquido ascitico tumoral se centrifugd por gradiente de densidad con Ficoll. Las
células se aislaron con anticuerpos anti-CD14 acoplados a bolas magnéticas. La
pureza, viabilidad y caracterizacion de las células CD14" aisladas se analizd por
citometria de flujo. Las células recién aisladas se lisaron en tampon de lisis RLT

(Qiagen) para la obtencion de ADN, ARN y proteina.
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Cultivos celulares

El cultivo primario de fibroblastos se estableci6 a partir del crecimiento de un
explante de donantes sanos con medio RPMI 1640 (RPMI standard, Gibco Life
Technologies) con una mezcla de antibiéticos que contenia 50 U/ml de penicilina y
50 pug/ml de estreptomicina (obtenidos de la farmacia del HGUGM) y con un 10% de
SBF (Sigma-Aldrich). Los cultivos se mantuvieron a 37°C en una atmosfera
controlada con 5% de CO..

Los cultivos de células HEK 293T (linea celular humana de rifion de origen epitelial)
se utilizaron para los experimentos de analisis de expresion génica. Se mantuvieron
con medio RPMI 1640 (RPMI standard, Gibco Life Technologies) con un 10% de

SBF (Sigma-Aldrich) y las mismas condiciones de cultivo que los fibroblastos.

Reactivos

El LPS (Ultra Pure E. coli 0111:B4 strain-TLR4) se utilizé a una concentracion de 10
ng/ml, y se afiadié durante 24 horas a M@-GM o M@-M. La activina A recombinante
humana (Miltenyi Biotec) se utiliz6 a una concentracion de 10 ng/ml, y se afadi6
junto con M-CSF durante el periodo de diferenciacion. El anticuerpo bloqueante anti-
activina A (100 ng/ml, R&D System) o un inhibidor de ALK4, ALKS5 y ALK7
(SB431542, 10 uM, Sigma Aldrich) se afadi6 cada 24 horas durante toda la
diferenciacion a M@-GM. El anticuerpo bloqueante anti-TGF-B1 (100 ng/ml, R&D
System) se afiadi6 cada 24 horas durante toda la diferenciacion a M@-GM. La
interleucina 4 (IL-4, 1000 U/ml, R&D Systems) y el interferon y (INF-y, 500 U/ml,
R&D System) se afadieron al final de la diferenciacion de los macréfagos durante 48

horas.

El metotrexato (MTX, 5 nM a 5 pM, obtenido de la farmacia del HGUGM Pfizer,
solucion inyectable 500 mg/ 20 ml), pemetrexed (PMX, 50 nM, obtenido de la
farmacia del Instituto de Investigacion Biomédica de Gerona, Alimta Lilly, polvo para

concentrado para solucion por perfusion, 500 mg), raltitrexed monohidratado (ZD,
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ZD1694, 50 nM, Sigma Aldrich), acido folinico (AF, 100 uM, Sigma-Aldrich), timidina
(dT, 10 pM, Sigma-Aldrich), pifitrina-a (PFT, 25 - 50 pM, Sigma-Aldrich), y la nutlina
3 (10 uM, Sigma-Aldrich) se afiadieron una sola vez a los monocitos antes de afiadir
las citoquinas de diferenciacion (GM-CSF o M-CSF) o a M@-GM y M@-M durante 24
0 48 horas.

Citometria de Flujo

El andlisis fenotipico se llevé a cabo mediante inmunofluorescencia directa. Todas
las incubaciones se realizaron en presencia de 50 pg/ml de 1gG humana para
prevenir la union inespecifica de los anticuerpos a través de sus fracciones Fc.
Como controles negativos se utilizaron anticuerpos isotipo especificos acoplados a
los distintos fluoréforos o anticuerpos contra antigenos no expresados por la célula
(P3X63, cedido por el Dr. Francisco Sanchez Madrid, HULP). Los anticuerpos
utiizados se muestran en la Tabla 1. La compensacion de los valores de
fluorescencia se llevé a cabo mediante el programa CellQuest (Becton Dickinson,
Franklin Lakes, NJ, USA) en el FACScan (Becton Dickinson) y utilizando
amplificadores logaritmicos. El andlisis de los resultados de la citometria se analizo
mediante el programa FlowJo (version 7.6.5).

Para las deteccion de proteinas intracelulares se siguié el protocolo comercial
Cytofix/Cytoperm (BD Bioscience). Posteriormente, se realizé el mismo protocolo

que el indicado para marcaje extracelular.

CD14 M@P9 1gG2bk FITC BD pharmigen
CD163 Ber-Mac3 1gG1 FITC MBL
CD163 RM3/1 lgG1 Alexa Fluor 647 Biolegend
CD209 DCN46 1gG2bk FITC BD pharmigen
CD36 CB38 IgMk FITC BD pharmigen
CD40 5C3 IgGk PE BD pharmigen
CD50 (ICAM3) TU41 IgG2bk FITC BD pharmigen
CD64 10.1 IgGk FITC BD pharmigen
CD80 L307.4 lgG1k FITC BD pharmigen
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CD83 HB15e lgG1k PE BD pharmigen
2331

CD86 (FUN1) lgG1k PE BD pharmigen

Control ylly2a  X40/X39 ||§§21£1 FITC/ PE BD pharmigen

HLA-DR L243 lgG2a APC BD pharmigen
P3X63 Cedido por el Dr. Francisco Sanchez Madrid

Tabla 3. Anticuerpos especificos utilizados en citometria de flujo

Viabilidad celular

Para determinar la viabilidad celular se utilizaron los dos “kits” comerciales Cell
Viability Solution (BD Via-Probe) y Annexin V-FITC (Miltenyi Biotec). En ambos se

siguieron las recomendaciones del fabricante.

Retrotranscripcion y PCR cuantitativa: qRT-PCR

El aislamiento del ARN se llevd a cabo con el “kit” NucleoSpin RNA (Macherey-
Nagel), realizando el paso de la digestion con ADNasa y siguiendo las
recomendaciones del fabricante. Para las muestras de pacientes aislamos y
purificamos ARN, ADN vy proteina con el “kit” AllPrep® DNA/RNA/Protein MiniKit
(QlAgen) siguiendo las recomendaciones del fabricante.

Las concentracion y pureza de ADN y ARN se cuantificé en el NanoDrop (NanoDrop

2000 Spectophotometer, ThermoScientific).

El ADN complementario (ADNCc) se sintetizé con el “kit” High Capacity cDNA Reverse

Transcription (Applied Biosystems) siguiendo las recomendaciones del fabricante.

Los niveles de ARNm se cuantificaron utilizando oligonucleétidos y sondas del
sistema UPL (Universal Probe Library, Roche Life Science) en el aparato LightCycler
480 (Roche Life Science). La determinacion se realizd por triplicado en placas de
384 pocillos (Roche Life Science) y se normalizd con respecto a los niveles de
expresion de TBP (Tata binding protein, NM_003194, Roche 101145). Las

secuencias de oligonucleotidos de los genes se muestran en la tabla 4.
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AREG Tgatcctcacagctgttgct tccattctcttgtcgaagtttct #73 NM_001657.2
ATIC gagggactgcaaaagctctc ggaaatcccgtcaactcaga #89 NM_004044
CCL17 cgtggtaccagacatctgagg Cctgccctgcacagttaca #01 NM_002987.2
CCL2 Agtctctgccgceccttct Gtgactggggcattgattg #40 NM_002982.3
CCL20 Gctgctttgatgtcagtgct Gcagtcaaagttgcttgctg #39 NM_004591.2
CCL4 Ctctccagcegctctcage accacaaagttgcgaggaag #40 NM_002984.2
CCR2 Cccatcatctatgccttcgt ggcaatcctacagccaagag #7 NM_001123041.2
CD32 Tgtgcatctgactgtgctttc Cacctcagcacgatggttt #79 NM_004001
CD36 tggaacagaggctgacaactt ttgattttgatagatatgggatgc #76 NM_001001547.2
CD69 Caagttcctgtcctgtgtge gagaatgtgtattggcctgga #9 NM_001781.2
CSF1 gaactgccagtgtagagggaat gctggtcagacaacatctgg #19 NM_172210.2
DHFR Tcccagaacatgggcatc tggtcattctctggaaatatctga #37 NM_000791
EGLN3 atcgacaggctggtcctcta gatagcaagccaccattgc #61 NM_022073.3
FOLR2 gagagaggccaactcagacac Ccagaccatgtctttctgtcc #03 NM_001113535.1
FPGS ccctgecagtttgactatge ctgtgaagttctgttggtctgc #29 NM_004957
GART tccctgagaaacttggggta gctgcaaccatgagaagacc #65 NM_000819
GDF15 ccggatactcacgccaga agagatacgcaggtgcaggt #28 NM_004864.2
GGH aggctggatcttacagagaaagac ctgagcgtctgaggtcaaca #65 NM_003878
IGF1 tgtggagacaggggctttta Atccacgatgcctgtctga #67 NM_001111284.1
IL10 gtggagcaggtgaagaatgc tcactcatggctttgtagatgc #125 NM_000572.2
IL1IA gottgagtttaagccaatcca Tgctgacctaggcttgatga #6 NM_000575.3
IL24 cccagaaactgtgggaagc Gggcactcgtgatgttatcc #26 NM_001185156.1
IL6 gatgagtacaaaagtcctgatcca Ctgcagccactggttctgt R%ﬂ;j'?e NM_000600.3
INHBA ctcggagatcatcacgtttg ccttggaaatctcgaagtgce #72 NM_002192.2
LIF tgccaatgccctctttattc Gtccaggttgttggggaac #26 NM_002309.3
MET aaatgtgcatgaagcaggaa tctctgaattagagcgatgttga #59 NM_000245.2
MMP1 gctaacctttgatgctataactacga Tttgtgcgcatgtagaatctg #7 NM_002421.3
MMP10 gcaaaagaggaggactccaa tcacatccttttcgaggttgta #61 NM_002425.2
MMP12 tgtcactaccgtgggaaataag aacactggtctttggtctctcag #41 NM_002426.4
MTHFR ccgggttaattaccaccttg Attcggctgcagttcagg #9 NM_005957
PU.1 ccactggaggtgtctgacg ctggtacaggcggatcttct #1 U34046.1
RSAD2 cacgtaaactagatcagggaacaa tcaacaaactgcatgggatatt #55 NM_080657.4
SERPINB?2 catggagcatctcgtccac Actgcattggctcccactt #01 NM_002575.2
SLC19A1 cagttcctcgtgcccatc ggcaaagaacgtgttgacc #37 NM_194255.2
SLC2A1 gottgtgccatactcatgacc cagataggacatccagggtagc #67 NM_006516.2
SLC40A1 ccaaagggattggattgttg Ccttcgtattgtggcattca #2 NM_014585.5
SLC46A1 catcccggctgttctgat Ctgctggaactcgaggtga #89 NM_080669.5
TBP cggctgtttaacttcgcttc cacacgccaagaaacagtga #3 NM_003194
THSB1 caatgccacagttcctgatg Tggagaccagccatcgtc #56 NM_003246
TNFA cagcctcttctccttcctgat gccagagggctgattagaga #29 NM_000594.3
TYMS cccagtttatggcttccagt gcagttggtcaactccctgt #43 NM_001071

Tabla 4. Oligonucleétidos utilizados en qRT-PCR.

Los niveles de ARNmM de genes especificos de polarizacion de macrofagos se
cuantificaron mediante “microfluidic gene cards”. Las “microfluidic gene cards” son

placas de 384 pocillos que contienen incluidos los oligonucleétidos y sondas para
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genes de interés y genes control ya plaqueados en los pocillos (Roche Life Science).
La determinacion de los niveles de ARNm se realizé por triplicado, y los niveles
medios de expresion se normalizaron a los tres genes de referencia (TBP, HPRTL,
RPLPO). Los resultados se cuantificaron utilizando el método de la doble derivada de
Ct (AACY).

ELISA

La concentracion de las citoquinas Activina A (Human/Mouse/Rat Activin A
Quantikine ELISA, R&D System), TGF-B (Quantikine ELISA, R&D System), M-CSF
(DuoSet ELISA, R&D System), LIF (Platinum ELISA, eBioscience), IL-23 (Platinum
ELISA, eBioscience), GM-CSF (ELISA Max Deluxe, BioLegend), IL-10 (ELISA Max
Deluxe, BioLegend), TNF-a (ELISA Max Deluxe, BioLegend), IL-6 (InmunoTools), la
guimioquina CCL20/MIP-3a (DuoSet ELISA, R&D System) y la metaloproteasa
MMP12 (Antibodies on-line) en los sobrenadantes celulares, en el liquido sinovial y
en el liquido ascitico se determin6 mediante ELISA comercial, siguiendo las

recomendaciones de cada fabricante.

Inmunofluorescencia

Células

Se tapizaron cristales de 12 mm de diametro en placas de 24 pocillos con Poli-L-
Lisina (Poly-L-Lisine 0.01% Solution Endotoxin free, Sigma Aldrich), fibronectina
(fibronectina humana de plasma, Sigma Aldrich) o colageno (Purified Bovin Collagen
Solution, Nutragene Advanced Matriz) durante 30 minutos a 37°C. Se incubaron
10.000 células/pocillo, se fijaron con 4% formaldehido (Solucién de formaldehido,
37%, Sigma Aldrich) en PBS durante 5 minutos a 37°C.

La inmunofluorescencia se realiz6 en camara humeda. Para prevenir la union
inespecifica de los anticuerpos a través de sus fracciones Fc, se bloquearon las
células con inmunoglobulinas humanas (10 pg/ml) durante 10 minutos a 37°C, y

posteriormente se incub6d con las diluciones correspondientes de anticuerpos
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primarios 1 hora a 37°C. A continuacion se lavé 3x en PBS, se incubaron los
anticuerpos secundarios durante 45 minutos, se volvié a lavar en PBS (3x) y los
nacleos se tifieron con DAPI (CalbioChem) durante 10 minutos. Las muestras se

montaron en medio de montaje para fluorescencia de Dako (Dako Cytomation).

En el caso de marcaje intracelular las células se permeabilizaron con 0.1% de
saponina (Sigma) durante 10 minutos a 37°C. En el caso de marcaje nuclear las
células se permeabilizaron con 0.2% de Tritdn X100 (Sigma) durante 3 minutos a

temperatura ambiente.

Tejidos

Las muestras de tejido humano se obtuvieron de pacientes sometidos a un
tratamiento quirargico en el HGUGM y en el Hospital Clinic de Barcelona
(colaboracion con Dra. Azucena Salas). Los tejidos de colon control se obtuvieron de
las zonas mas alejadas de las biopsias de colitis ulcerosa supuesta como zona sana.
Asi mismo se consiguieron los tejidos de colitis ulcerosa. Los tejidos de placenta se
obtuvieron de partos a término de 2 mujeres de la maternidad del HGUGM. Las
muestras de tejido hepatico se obtuvieron de sobrantes tisulares utilizados para

trasplantes hepéaticos y procedentes de 2 donantes sanos de HGUGM.

Las muestras de tejido sinovial se obtuvieron de sinovectomias quirdrgicas abiertas
de 10 pacientes con AR del HGUGM, HULP y HU120 con un avance progresivo de
su enfermedad, que requerian reemplazamiento articular mediante prétesis de
rodilla. Las muestras de tejido sinovial control se obtuvieron mediante sinovectomia
artroscopica de 6 pacientes con problemas ortopédicos menores y de naturaleza
leve, con pruebas de imagen (resonancia magnética), estudio artroscopico y estudio

histologico normales.
Los tejidos se orientaron, se congelaron en OCT (Compound Tissue-Tek, Sakura) y

se almacenaron en congelacion a -80°C. Los tejidos se cortaron en el criostato en

secciones de 4 um y se fijaron con acetona (99.5%, Pancreac) a -20°C.
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Anticuerpos primarios para inmunofluorescencia

Nombre Clon Isotipo Especie Casa comercial Referencia
Suero de ratén - - - Jackson InmunoReseach 015-000-001
CD90-FITC 5E10 IgG1 Ratén BD Pharmigen 555595

FAP F11-24 lgG1 Humano Santa Cruz Biotechnology sc-65398
PHD3 Policlonal 19G Conejo Abcam ab30782
CD163 Ber-Mac3 IgG1 Ratén MBL K0147-3
CD31 Lia2/5.1 IgG1 Ratén Cedido por el Dr. Francisco Sanchez Madrid
CCR6/CD196 53103.111 1gG2 Ratén R&D 53103.111
CCR2 Policlonal IgG Cabra Abcam ab1668
MCI:ISSLaZISPf a Policlonal 19G Conejo Abcam ab9829
CD68 PG-M1 1gG3 Ratén Dako Cytomation MO0876
TNFalpha Policlonal [s[€] Conejo Abcam ab6671
TNFalpha 52B83 IgG1 Ratén Abcam ab1793
PHD3 EG18e/d5 IgG1 Ratén Abcam ab82886
PCFT / HCP1 Policlonal [s[€] Conejo Abcam ab25134
INHBIN beta A Policlonal [e]€] Conejo Abcam ab56057
MMP12 Policlonal IgG Conejo Abcam ab66157
p53 DO-1 lgG2a Ratén Santa Cruz Biotechnology sc-126
RFC /SLC19A1 Policlonal [s[€] Conejo Abcam ab62302
Tetrahidrofolato 8/33 IgG1 Raton Abcam ab20475
Timidilato sintasa EPR4545 IgG Conejo Abcam ab108995

Tabla 5. Anticuerpos primarios utilizados en inmunofluorescencia.

Anticuerpos secundarios

Nombre Isotipo  Fluoroforo Concentracion Casa comercial
Donkey Anti-Rabbit 1gG (H+L) Cy3 0,75 mg/ml Jackson InmunoResearch
Goat Anti-Mouse IgG (H+L) FITC 0,75 mg/ml Jackson InmunoResearch
Donkey Anti-Mouse IgG (H+L) Alexa Fluor 488 0,75 mg/ml Jackson InmunoResearch
Donkey Anti-Rabbit 1gG (H+L) FITC 0,75 mg/ml Jackson InmunoResearch
Donkey Anti-Rabbit 1gG (H+L) Cy5 0,75 mg/ml Jackson InmunoResearch
Donkey Anti-Mouse IgG (H+L) Cy5 0,75 mg/ml Jackson InmunoResearch
Donkey Anti-Goat  IgG (H+L) Cy2 0,75 mg/ml Jackson InmunoResearch
Donkey Anti-Rabbit 1gG (H+L) Alexa Fluor 647 0,75 mg/ml Jackson InmunoResearch
Donkey Anti-Mouse IgG (H+L) Cy3 0,75 mg/ml Jackson InmunoResearch
Donkey Anti-Goat  I1gG (H+L) FITC 0,75 mg/ml Jackson InmunoResearch

Tabla 6. Anticuerpos secundarios utilizados en inmunofluorescencia.

Experimentos de transporte de acido folico, 5-MTHF y MTX

La actividad de transporte de &cido folico, 5-MTHF y MTX se realiz6 con los
compuestos marcados con tritio: 3’,5",7,9-[*H] acido félico (19.4 Ci/mmol, Campro
Scientific GmbH), 3’,5",7,9-[*H] (6S)- 5 metiltetrahidofolato (16.4 Ci/mmol, Campro
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Scientific GmbH) y 3’,5’,7-*H(N)-metotrexato sal disédico (25 Ci/mmol, Campro
Scientific GmbH).

Todos ellos se utilizaron a una concentracion de 50 nM. Los experimentos de
transporte se realizaron en “buffer” Krebs (123 mM NaCl, 4.9 mM KCI, 1.2 mM
MgSOy, 0.84 mM CaCl,, 5 mM D-glucosa, 10 mM HEPES, y 10mM MES) a un pH
5.5 6 7.4 (ajustado con NaOH). La actividad del transportador de folato acoplado a
protones (PCFT) se determind en el “buffer” Krebs a pH 5.5, condiciones 6ptimas de
funcionalidad de este transportador. La actividad de RFC y FR-B se determiné en el
“buffer” Krebs a pH 7.4. Los macréfagos M@-GM o M@-M (3x10° células/eppendorf)
se lavaron dos veces con 1 ml de “buffer” Krebs (pH 7.4, precalentado a 37°C) y se
resuspendieron en 300 pl de “buffer” Krebs (pH 7.4 6 pH 5.5) por condicién.
Inmediatamente después se afiadié el acido félico, 5-MTHF o MTX radiactivo y las
células se incubaron en un bafio a 37°C durante diferentes tiempos. El transporte se
detuvo cambiando la temperatura (4°C, incubacion en hielo). Las células se lavaron
en “buffer” Krebs (pH 7.4, 4°C) para eliminar el (anti)-folato tritiado no incorporado a
la célula y las células se lisaron con 1% SDS y 0.2 N NaOH. Se incluyeron controles
a 4°C para diferenciar entre unidon a receptores y transporte intracelular. La
determinacion de la radiactividad se realiz6 en el contador de centelleo con los

lisado celulares en presencia de liquido de centelleo (1:4).

La concentracion de proteina se determind mediante el DC protein assay (BioRad,
Hercules, CA, USA). Para determinar el transporte celular de (anti)-folatos se calculo

la relacién pmol/mg proteina a diferentes tiempos.

“Microarrays” de expresion génica

Se aislé ARN de tres donantes independientes de monocitos expuestos o no a MTX
(5 uM) y posteriormente diferenciados a macrofagos M@-GM 6 M@-M durante 7
dias. El ARN se cuantific6 con el NanoDrop y su calidad se determiné en el
Bioanalyzer (Agilent 2100 Techonologies, Parque Cientifico de la Universidad
Complutense de Madrid). Los “microarrays” se procesaron en la Unidad de
Genomica del CNIC.
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Se marcaron 200 ng de ARN con el “kit Low Input Quick Amp Labeling” (Agilent
Technologies, Palo Alto, CA, EE.UU.). Se utilizé el cebador del promotor oligodT del
fago T7 para retrotranscribir los ARNSs, y se marcaron con el (Cy3)-labeled CTP. Los
ARN marcados se hibridaron en Human v2 4x44K array (G4845A, Agilent
Technologies). Los datos obtenidos se procesaron en el GeneSpring v12 (Agilent).
Los valores crudos (en logaritmo en base 2) se limitaron a 1 y se normalizaron
mediante cuantiles. Para el analisis de la expresion génica diferencial se utilizé el
programa “Limma” de Bioconductor. Los valores de p se corrigieron por el método de
Benjamini Hochsberg [136]. Se realizdé un andlisis funcional utilizando el software
Ingenuity Pathway Analysis (IPA) (www.ingenuity.com). Los arrays se han
depositado en la base de datos “Gene Expression Omnibus” con el niumero de
acceso GSE64531.

Silenciamiento de ARN (siARN)

Se utilizaron tres siARN distintos para silenciar PCFT (silencer select s41449,
§223224 y s223225), dos siARN distintos para silenciar la timidilato sintasa (TS)
(silencer select s14538, s14539) y un control negativo siARN (silencer select
Negative Control #1) (Ambion, Life Technologies). Los macréfagos (7.5x10° células)
se transfectaron con siARN (100 nM) y el reactivo Hiperfect (QlAgen). 48 horas
después de la transfeccion se comprobaron los niveles de expresion del ARNm por
gRT-PCR. En el caso del silenciamiento de PCFT, 48 horas después de la
transfeccion se determind la capacidad de transporte del 5-MTHF a pH 5.5. En el
caso del silenciamiento de TS, 24 horas después de la transfeccion las células se
trataron con MTX, PMX &6 PFT, y 48 horas mas tarde (72 horas desde la

transfeccion), se midié la respuesta a MTX por gRT-PCR.

“Western Blot”

Los monocitos o macréfagos se lisaron en “buffer’” RIPA (150 mM NaCl, 50 mM
TrisClI pH 8, 1% NP-40, 2 mM Pefabloc, 2 mg/mi
aprotinina/antipaina/leupeptina/pepstatina, 10 mM NaF, y 1 mM Na3zVO,). Entre 10 y
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50 microgramos del lisado celular se sometieron a SDS-PAGE y se transfirieron a
membranas de PVDF (Millipore). Las membranas se incubaron con los diferentes
anticuerpos (Tabla 7 y 8) y las bandas se visualizaron mediante quimioluminiscencia

con el “kit” de Pierce ECL Western Blotting Substrate (Thermo Scientific).

~ Anticuerpos primarios “Westernblot”

PHD3 Policlonal Conejo Abcam ab30782
Smad?2 fosforilado (pSmad2- : -
Ser465/467) A5S Conejo Millipore 04-953
Timidilato sintasa (TS) Policlonal Conejo abcam ab108995
2 Santa Cruz
GAPDH 6C5 Ratén Biotechnology sc-32233
Vinculina hVIN-1 Ratén Sigma -Aldrich V9131

Tabla 7. Anticuerpos primarios utilizados en “Western blot”.

Anticuerpos secundarios para “Western blot”

___Anti - Raton Policlonal ~ Conejo 1/2000 DAKO P0260
inmunoglobulinas
__Anti - Conejo RG-16 Raton  1/200000  Sigma-Aldrich A2074
inmunoglobulinas

Tabla 8. Anticuerpos secundarios utilizados en “Western blot”.

Clonacion de timidilato sintasa (TS)

El ADNc de TS se amplific6 de M@-GM utilizando los oligonucleétidos 5'-
CTCGAGCCGCCGCGCCATGCCTGTG-3' y 5'-
CCCCAAGCTTGAAAGCACCCTAAACAGCCATT-3. EI fragmento resultante se
digiri6 con las enzimas de restriccion Hindlll/Xhol y se cloné en el plasmido
pcDNAS3.1 (-). Los clones positivos se secuenciaron. Para sobreexpresar TS, células
HEK 293T se transfectaron transitoriamente con Superfect (Qiagen, Hilden,

Alemania).

Microscopia confocal multicolor

La captura de imagenes se realizO mediante el microscopio confocal Leica (SP2,
Leica Microsystem) con los objetivos de 20xPL-APO NAO.7 y 63xPL-APO NAL1.3
(con glicerol). Todo el procesamiento de imagenes fue analizado con el software
MacBiophotonics Image J (Rasband, W.S., ImageJ, U. S. National Institutes of
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Health, Bethesda, Maryland, USA, http://imagej.nih.gov/ij/, 1997-2014), con el que se
cuantific6 la media de intensidad de fluorescencia (ROI, unidad arbitraria). Se
analizaron al menos tres muestras de manera independiente para cada tipo de
tejido, y se cuantificaron todos los macrofagos presentes en tres campos elegidos al
azar. Después de restar el fondo, los datos se representaron usando el software
Graphpad Prism 5.0 (San Diego California USA, www.graphpad.com).

Analisis estadistico

El andlisis estadistico se realiz6 usando la t-student, tomando como p valor
significativo 0’05 (*p<0.05; **p<0.01; y ***p<0.001). Las correlaciones entre las

diferentes variables numéricas fueron analizadas usando el test de Spearman.
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Caracteristicas fenotipicas y funcionales de los M@-GM y M@-M in

Vitro e in vivo

Como se coment6 en la introduccion, los macréfagos (M@) son células de enorme
plasticidad y exhiben caracteristicas funcionales contexto-dependientes [137]. El
sistema de diferenciacion de macrofagos humanos, derivados de monocitos de
sangre periférica en presencia de GM-CSF (M@-GM) o M-CSF (M@-M) genera
macrofagos con caracteristicas fenotipicas y funcionales diferentes que se detallan a

continuacion.

Se analiz6 la expresidon de los receptores “scavenger” CD163 (receptor de
hemoglobina/haptoglobina), CD68 y CD36 (receptor de trombospondina), los
marcadores mieloides CD14 (antigeno de diferenciacion de monocito), HLA-DR
(complejo mayor de histocompatibilidad clase Il), moléculas co-estimuladoras CD40,
CD86 y CD80, CD206 (receptor de manosa), CD83, CD209 (DC-SIGN), CD50
(ICAM-3) y FR-B (receptor de folato B) mediante citometria de flujo en 6 donantes
independientes de M@-GM y M@-M. Los M@-M expresaron niveles més altos de
CD163, CD14, CD86, CD36, HLA-DR y CD68 que los M@-GM [43,138,139,140]
(Figura 11A). Ademas, tal y como estaba descrito, la expresion de CD209 [141] y
FR-B [47] se detectd especificamente en M@-M y no en M@-GM. Por otra parte, la
expresion de CD40, CD206 [140] y CD50 fue mayor en M@-GM que M@-M. Ninguna
poblacion celular expres6 CD80 [139] ni CD83, marcador caracteristico de células
dendriticas [142] (Figura 11A).

En respuesta al ligando de TLR4 LPS y de acuerdo con los datos descritos
previamente [143], los M@-GM estimulados con LPS durante 24 horas produjeron
altas cantidades de citoquinas pro-inflamatorias TNF-qa, IL-23 e IL-6 y no secretaron
IL-10, mientras que los M@-M estimulados con LPS durante 24 horas produjeron
altos niveles de IL-10, bajos niveles de citoquinas pro-inflamatorias TNF-a y IL-6, y
nulos de IL-23 (Figura 11B). En consecuencia, los macrofagos diferenciados con M-
CSF tienen un fenotipo FR-B*, CD209", CD163%"°, CD14%", IL-10%"°, TNF-a"¥°, |L-
6°3° e |L-23", mientras que los macréfagos diferenciados con GM-CSF son FR-B7°3°,
CD209’, CD163°¥°, CD14"°, |L-10¥°, TNF-a®", IL-6*" e IL-23".
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Figura 11. Caracterizacion fenotipica y funcional de M@-GM y M@-M. A. Deteccion de FR-, CD163, CD14,
CD206, CD40, CD86, CD83, CD80, CD50, CD36 y HLA-DR en la superficie celular e intracelular de CD209 y
CD68 en los M@-GM y M@-M por citometria de flujo. Se indica el porcentaje de células positivas y la media de
intensidad de fluorescencia (entre paréntesis). Los experimentos se realizaron en 6 donantes independientes y
se muestra uno representativo. B. Deteccion de IL-23, TNF-qa, IL-6 e IL-10 por ELISA en los M@-GM y M@-M
tratados con LPS (10 ng/ml) durante 24 horas. Se indica la media y desviacion estandar (SD) de 5 donantes
independientes (*p<0.05; **p<0.005; ***p<0.0005).

Por otra parte, y debido a que en este trabajo caracterizaremos la expresion de los
transportadores de folato y otros marcadores de polarizacion en macréfagos en
tejido, evaluamos la expresion de marcadores pan-macréfago para poder identificar
y distinguir los macrofagos residentes con otros tipos celulares y en cualquier
contexto tisular. Se evaluo la expresion de CD68 y CD163 que son marcadores tanto
de M@-GM como M@-M (Figura 11A), cuantificando su expresion en diferentes
tejidos y en diferente contexto (placenta; higado; colon sano vs colitis; membrana
sinovial sana vs membrana sinovial de AR). Se observd co-localizacién de las
células que expresaban CD68" con las células CD163" en todos los tejidos
analizados y la cuantificacion de la fluorescencia de ambos marcadores mostré que
el 97% de los macrofagos CD68" [140,144] fueron CD163" (Figura 12). A pesar de

que ambos marcadores identifican y distinguen los macréfagos (marcadores pan-
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macrofago) en tejido homeostatico e inflamatorio, CD163 delimita el contorno celular
a diferencia de CD68 que marca los lisosomas (Figura 12). Por tanto, se selecciona
CD163 como marcador pan-macrofago en todo el trabajo, ya que distingue los
macrofagos en tejido homeostatico e inflamatorio y delimita el contorno celular de los

macrofagos.

CD163 CD68 DAPI

Macroéfagos CD68+

Co-tincion de
CD163 (% células)
28888338
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Sinovia
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Placenta

Figura 12. Expresion y cuantificacion de los marcadores “pan-macréfago” CD163 y CD68 en distintos
tejidos. Deteccion (izquierda) y cuantificacion (derecha) de CD163 y CD68 en macréfagos en los tejidos
indicados en condiciones homeostaticas (placenta, colon, higado y membrana sinovial normal, sinovia) y en
condiciones inflamatorias (colitis ulcerosa y membrana sinovial de artritis reumatoide, AR). Se cuantificaron mas
de 200 células CD68" para cada tejido y se analizé su expresién de CD163. Se representa el porcentaje medio y
la SD. En el higado se muestra que CD163 (rojo) es un excelente marcador de macréfagos porque delimita mejor
el contorno celular que CD68 (ver 20x, derecha). Los nucleos se tifieron con DAPI.

Con objeto de diferenciar el contexto del tejido (homeostatico vs inflamatorio), se
analizé6 ademas la expresion de los marcadores CD209, presente sélo en M@-M in
vitro y en células dendriticas [141], y TNF-a, presente en MJ-GM (Figura 11A, 11B).
Se observdé que los macréfagos de los tejidos en situaciones homeostéaticas
muestran un perfil de expresién CD163"CD209"TNF-a” similar al M@-M generado in
vitro (Figura 13A), mientras que los macréfagos en los tejidos inflamatorios muestran
un perfil de expresion CD163"CD209 TNF-a”, similar a M@-GM generados in vitro
(Figura 13B). La cuantificacion de los dos marcadores (CD209 y TNF-a) en
macrofagos CD163" en distintos tejidos en diferentes contextos confirmé los
resultados (Figura 13C). En conjunto, los resultados anteriores demuestran que la
expresion de CD163 y CD209 discrimina los macréfagos en tejido homeostatico, y
que la expresion de CD163 y TNF-a discrimina los macréfagos en tejido inflamatorio

y todos se utilizaran como marcadores de los macréfagos a lo largo del trabajo.
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Figura 13. Expresiéon y cuantificacion de CD209 y TNF-a en los macréfagos CD163" en tejidos en
homeostasis e inflamacion. A. Deteccion de CD163 (rojo) y CD209 (verde) por inmunofluorescencia y
microscopia confocal en colon sano y colitis ulcerosa (colén/colitis) y membrana sinovial sana o de AR
(sinovia/AR). B. Deteccion de CD163 (rojo) y TNF-a (verde) por inmunofluorescencia y microscopia confocal en
colon sano y colitis ulcerosa (colén/colitis) y membrana sinovial sana o de AR (sinovia/AR). C. Se calculé la
media de intensidad de fluorescencia (unidades arbitrarias, u.a.) de CD209 y TNF-a en las regiones de interés
dibujadas alrededor de cada macréfago CD163" (descartando el fondo). Se cuantificaron entre 150 y 300 células
en cada muestra de tejido. Se representa la media + S.E.M. de 3 donantes independientes (>3 campos/donante)
y se consideran células positivas aquellas que presentan valores superiores a 25 u.a.

Internalizacién y acumulacién de tetrahidrofolato (THF) en los

macrofagos

Previamente se ha descrito que los M@-M tienen una mayor capacidad de
internalizar conjugados de folato (folato-FITC) que los M@-GM y que esta capacidad
es dependiente del receptor de folato B, FR-B [47]. Como el conjugado de folato no

es una forma natural de folato, se analizé la captacion de 5-metiltetrahdrofolato (5-
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MTHF), forma de folato mayoritaria en suero [52,53,54], en M@-GM y M@-M en
condiciones fisiolégicas (pH 7.4). Los M@-M internalizaron significativamente mas 5-
MTHF que los M@-GM vy esta actividad alcanzé el “plateau” a los 60 minutos (Figura
14A). Para determinar si la diferencia en la internalizacion se debia a la diferencia en
expresion de FR-B se realizaron dos experimentos, uno de competicidon con acido
félico frio y otro de bloqueo de FR- con un anticuerpo monoclonal bloqueante anti-
FR-B. En presencia de acido fdlico frio (20x), la captacion de 5-MTHF en M@-M se
inhibié un 80% mientras que en M@J-GM no se vio afectada (Figura 14B). La pre-
incubacion con un anticuerpo especifico contra FR-B inhibi6 un 48% la
internalizacion de 5-MTHF en M@-M (Figura 14C). Estos resultados indican que los
M@-M internalizan 5-MTHF a través de FR-B. También se determiné la
internalizacion de 5-MTHF en el sistema de polarizacion de los macréfagos M1y M2
con las citoquinas IFN-y e IL-4, estimulando a M@-GM y M@-M durante 48 horas con
dichas citoquinas [38]. La internalizacion de 5-MTHF fue significativamente mayor en
los M@-GM y M@-M activados con IL-4 que con IFN-y (Figura 14D).
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Figura 14. Internalizacion de 5-metiltetrahidrofolato gS-MTHF) en los M@-M y M@-GM a pH fisiologico (pH
7.4) y especificidad por FR-B. A. Internalizacion de ["H]-5-MTHF (50nM) en los M@-GM y M@-M durante el
tiempo indicado. B y C. Especificidad del transporte de 5-MTHF. B. La internalizacién de [°H]-5-MTHF (50 nM) se
evalué en presencia o ausencia de acido félico frio (1 uM) en los M@-GM y M@-M C. Los M@-M se pre-incubaron
con el anticuerpo FR-B o un anticuerpo isotipo especifico (IgG1, 1 pg/ml) durante 10 minutos a 37°C y la
internalizacién de [3H]-5-MTHF se evalué durante 20 minutos. D. Internalizacién de [3H]-5-MTHF en los M@-GM y
M@-M tratados durante 48 horas con INF-y o IL-4. (A-D) Se indica la media y la SD de 3 donantes
independientes (**p<0.005; ***p<0.001).

Debido a las diferencias observadas en la internalizacion de 5-MTHF en macrofagos,
se analizé la acumulacion de tetrahidrofolato (THF), molécula intermediaria del
metabolismo de folato, en los M@-GM y M@-M mediante inmunofluorescencia. El
marcaje de THF indicO que uUnicamente los M@-M acumulan THF cuando se
exponen a concentraciones fisiologicas de acido folico (Figura 15A). También se
evaluo el contenido de THF en tejidos homeostaticos e involucrados en la absorciéon
de folato como son la placenta y el colon [53,73] y en tejidos en condiciones

inflamatorias como la colitis ulcerosa (Figura 15B). Se detectd que los macrofagos
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CD163" de colon y placenta expresan THF, mientras los macroéfagos CD163" en
condiciones inflamatorias (colitis ulcerosa) no expresan THF. Tal y como se ha
descrito previamente, la expresion de CD163"THF" en placenta y colon se limité a
los macréfagos CD209"TNF-a’, caracteristicos de un perfil M@-M, mientras que la
expresion de CD163"THF en colitis ulcerosa se limité a macréfagos CD209 TNF-a”,
caracteristicos de un perfil M@-GM (Figura 15C). En conjunto, los resultados
anteriores demuestran que la internalizacion y acumulacién de THF caracterizan a

M@-M tanto in vitro como in vivo.
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Figura 15. Expresion del tetrahidrofolato (THF) en los M@-GM y M@-M y en macréfagos en distintos
tejidos. A. Deteccion de THF (blanco) y control (mslgG) por inmunofluorescencia y microscopia confocal en M@-
GM y M@-M. Los macréfagos se cultivaron con RPMI deplecionado de 4cido félico durante 24 horas. Se afiadio
acido félico (50 nM) durante 3 horas y las células se fijaron y permeabilizaron (0.1% saponina) antes de tefiir con
anti-THF. Los nucleos se tifieron con DAPI. Escala, 20 um. B. Deteccién de CD163 (rojo) y THF (verde) por
inmunofluorescencia y microscopia confocal en placenta, colon y colitis ulcerosa. Los nlcleos se tifieron con
DAPI. C. Deteccion de THF (verde), CD209 (rojo) y TNF-a (blanco) por inmunofluorescencia y microscopia
confocal en placenta y colon. Escala, 50 pm.

Expresion de moléculas implicadas en la internalizacion, retencion

y salida de folatos en los macrofagos

El folato y otros derivados reducidos como el 5-MTHF pueden entrar en la célula a
través de dos transportadores de membrana ademas del FR-. El transportador mas
ubicuo es RFC (transportador de folato reducido), codificado por el gen SLC19A1

[145]. Recientemente, se ha descubierto el transportador PCFT (transportador de
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folato acoplado a protén) codificado por el gen SLC46A1 y que transporta folato a pH
acido [60]. Para elucidar las bases moleculares de las diferencias de captacion y
acumulacion de folato en los M@-GM y M@-M, se estudio la expresion y
funcionalidad de los transportadores de folato RFC, PCFT y FR-B [96], y la expresion
de las moléculas implicadas en la retencion (folilpoliglutamatosintasa (FPGS) y
gammaglutamil hidrolasa (GGH)) y salida de folato (los genes de la familia de
receptores de proteina multidrogas (MRPs) también conocidos como la subfamilia de
receptores de union a ATP (ABCC1-5 y ABCG2) en macrofagos. Utilizando los datos
del perfil de expresion génica de los M@-GM y M@-M previamente publicados
(GSE27792) [48] se determin6 que los M@-M expresan niveles significativamente
mayores de SLC46A1 y FOLR2, mientras que los M@-GM expresan niveles mas
altos de SLC19A1 (Figura 16). La expresion de moléculas de retencion (FPGS y
GGH) no cambi6 significativamente en los distintos tipos de macrofagos (Figura 16).
Respecto a las moléculas implicadas en la salida de folato de las células, los M@-
GM expresaron niveles significativamente mayores de los genes ABCC3 y ABCG2,
mientras que la expresion de ABCC5 fue mayor en M@-M (Figura 16). Estos
resultados indican que los M@-M tienen mayor expresion de genes (FOLR2 y
SLC46A1) que codifican moléculas implicadas en la internalizacion de folato (FR-B y
PCFT, respectivamente), mientras que los M@-GM muestran mayor expresion de
genes, implicados en la salida de folato y el transportador bidireccional RFC
(SLC19A1).
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Figura 16. Expresion de los genes implicados en la internalizacién, retencion y salida de folato en los M@-
GM y M@-M. A. Expresion relativa de los genes implicados en la internalizacion, retencion y salida de folato en
M@-GM y M@-M determinado mediante un analisis de “microarrays” (GSE27792). Se muestran los valores de
intensidad de fluorescencia para cada sonda (*p<0.05, **p<0.005 y ***p<0.001). B. Representacion por la
agrupacion de los valores de expresion génica de los genes implicados en el transporte de folato utilizando el
programa “Multiple Experiment Viewer” (MEV).

Los resultados de expresion génica de los transportadores de folato SLC19A1,
SLC46A1 y FOLR2 se validaron a nivel de proteina en M@-GM, M@-M y en
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monocitos. FR-B y PCFT se expresaron en la superficie celular de los M@-M [47]
(Figura 17A) y ambas proteinas co-localizaron en un compartimento endosémico
perinuclear enriguecido en moléculas GPI [146] (Figura 17B). Sin embargo, los MJ-
M expresaron bajos niveles de RFC. Por el contrario, los monocitos expresaron altos
niveles de RFC, bajos niveles de FR-B y no se detecté PCFT. Finalmente y al igual
gue los monocitos, los M@-GM expresaron altos niveles de RFC, bajos de PCFT, y
no se detectd FR-B (Figura 17A). Como se muestra en la Figura 17C-D, la expresion
de los transportadores de folato a lo largo de la diferenciacion monocito-macrofago
revelé que los niveles de SLC19A1, SLC46Al1 y FOLR2 no cambiaron durante la
diferenciacion hacia M@-GM, mientras que los niveles de FOLR2 y SLC46Al

aumentaron progresivamente a partir del dia 3 de la diferenciacion a M@-M.
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Figura 17. Expresion de los transportadores de folato en los monocitos, M@3-GM y M@-M. A y B. Deteccion
de RFC, FR-B y PCFT en monocitos (A), M@-GM (A) y M@-M (A y B) por inmunofluorescencia y microscopia
confocal utilizando anticuerpos especificos. En A, las células se adhirieron a Poli-L-Lisina durante 10 minutos y
se tifieron sin permeabilizar y en B, las células se adhirieron a Poli-L-Lisina durante 1 hora y se permeabilizaron
con 0.1% de saponina durante 10 minutos a 37°C. Los nucleos se tifieron con DAPI. Escala, 10 um. C y D.
Deteccion de ARNm de SLC19A1, FOLR2 y SLC46AL1 a lo largo de la diferenciacion de monocito a M@-GM (C) o
M@-GM (D) por gRT-PCR. Se indica la media y la SD de 3 donantes independientes (p<0.001 para SLC19A1;
p<0.05 para FOLR2 y SLC46A1 comparando monocitos con macréfagos diferenciados durante 7 dias). Se indica
el nombre del gen y la proteina.

Internalizacién de 5-MTHF en los macréfagos a pH acido

En condiciones de pH acido (pH 5.5), la internalizacion de &cido folico (y 5-MTHF)
fue mayor en M@-M que en M@-GM (Figura 18A), lo que concuerda con su mayor
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expresion de PCFT. La funcionalidad del PCFT se demostr6 en experimentos de
silenciamiento génico utilizando tres siARN distintos (SiPCFT#1, #2 y #3). Los tres
siARN de PCFT disminuyeron la expresion del gen SLC46Al1 (que codifica para
PCFT) entre un 60 y un 80% respecto al siARN control (siC) (Figura 18B) y
disminuyeron significativamente la captacion de 5-MTHF a pH 5.5 en M@-M (Figura
18C). En su conjunto, estos resultados indican que los M@-GM y M@-M difieren de
su capacidad de transportar folatos. Los M@-M internalizan mas 5-MTHF a pH 7.4
(FR-B-dependiente) y pH 5.5 (PCFT-dependiente) que los M@-GM.
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Figura 18. Internalizacion de &cido félico y 5-MTHF a pH éacido (pH 5.5) en los M@-GM y M@-M y
especificidad por PCFT. A. La internalizacién de [3H]-écido félico (50 nM) se evalué a pH 5.5 durante 10
minutos en M@-GM y M@-M. Se indica la media y la SD de 3 donantes independientes. B. Deteccion de
SLC46A1 en M@-M transfectados con un siARN control (siC) y tres siARNSs diferentes para PCFT (siPCFT; #1,
#2, #3) por gRT-PCR. Se realizaron dos experimentos independientes y se muestra uno representativo. C. La
internalizacion de [3H]-5MTHF (50 nM) se evalué a pH 5.5 durante 10 minutos en M@-M transfectados con un
siARN control (siC) y tres siARNSs diferentes para el PCFT (SiPCFT; #1, #2, #3; ** p<0.005; *** p<0.001).

Internalizacién de metotrexato (MTX) en los macrofagos

Previamente se ha demostrado que la internalizacion de 5-MTHF en macr6fagos
depende de FR-B a pH 7.4 y de PCFT a pH 5.5, ambos transportadores mas
expresados en los M@-M. Para estudiar la funcionalidad del transportador RFC, se
determind la internalizacion del anti-folato MTX [61] en M@-GM y M@-M. RFC
muestra una afinidad alta por el MTX (1 - 5 uM versus PCFT: 0.5-2uM apH 55y
FR-B: >100 nM) en condiciones fisiologicas [64,65,68]. No se encontraron diferencias
significativas en el transporte de MTX en M@-GM y M@-M a pH 7.4 (Figura 19), lo
gue sugiere que la mayor expresion de RFC en M@-GM no es indicativo de mayor
funcionalidad. Sin embargo, a pH 5.5 los M@-M captan mas MTX que los M@-GM
(Figura 19).
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Expresion de los transportadores de folato in vivo: FR-B y PCFT se
co-expresan en los macrofagos residentes en tejidos implicados en

la absorcidn y transito de folato

Hemos demostrado que los macrofagos difieren en su capacidad de acumular THF
en tejido normal e inflamatorio y que la expresion de los transportadores de folato es
dependiente de la polarizacion in vitro. Con objeto de determinar si la expresion de
transportadores de folato discrimina polarizacién in vivo, se evalud la expresion de
los transportadores de folato en macréfagos en tejidos en situaciones
normales/homeostaticas (colon, placenta a término, higado y membrana sinovial) y
en situaciones inflamatorias (colitis ulcerosa y membrana sinovial de pacientes con
AR activa). En el caso de los tejidos con predominancia de los M@-M (colon,
placenta e higado), el andlisis de inmunofluorescencia mostré que los macrofagos
CD163"/CD209" de las criptas del colon co-expresaban FR-B y PCFT, mientras que
en los enterocitos solo se expresé PCFT (Figura 20A). En la placenta humana a
término, FR-B y PCFT también se detectaron en los macréfagos CD163/CD209",
localizados debajo del sincitiotrofoblasto PCFT*. En el higado, FR-B y PCFT se
detectaron en las células de Kupffer de los sinusoides hepéticos (Figura 20B, C). El
analisis de expresion de ARNm de los distintos tipos celulares existentes en el
higado (hepatocitos, células endoteliales de sinusoides, células de Ito, y células de
Kupffer), confirmo que FOLR2 y SLC46Al1 se expresaron exclusivamente en las
células de Kupffer PU.1" (SPI1) (Figura 20C). Estos resultados permiten concluir que
FR-B y PCFT se expresan en los macréfagos CD163/CD209" residentes de tejidos
involucrados en la absorcion y transito de folato y que tienen una predominancia de
M@-M.
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Figura 20. Expresion de los transportadores de folato FR-B, PCFT y RFC en los macréfagos CD163" de
tejidos en homeostasis. Deteccion de CD163 y FR-B (izquierda), PCFT (centro) y CD31 (centro) por
inmunofluorescencia y microscopia confocal en colon (A), placenta (B) e higado (C). CD163 se muestra en rojo,
los transportadores de folato se muestran en verde y CD31 (endotelio) se muestra en blanco. Los nucleos se
tiieron con DAPI. Escala: 150 pm, y la ampliacién a 50 um. C. Deteccion de ARNm de FOLR2, PU.1 y SLC46A1
en hepatocitos, células endoteliales de sinusoides hepaticos (LSEC), células de Kupffer y células de Ito (lto)
humanas por gRT-PCR. Los resultados se referenciaron al valor de FOLR2 en las células de Kupffer.

Expresion de los transportadores de folato in vivo: FR-B y RFC se
co-expresan en los macrofagos en tejido en condiciones

inflamatorias

En el caso de los macrofagos de tejido inflamatorio, el andlisis de
inmunofluorescencia se realizé en tejido de pacientes con colitis ulcerosa y en la
membrana sinovial de pacientes con AR activa. Contrariamente al perfil de expresion
de transportadores de folato en los macrofagos en colon sano FR-B*PCFT'RFC’, los
macréfagos CD163" de la colitis ulcerosa fueron RFC™ (Figura 21A). De manera
similar sucedi6 en los tejidos de artritis reumatoide. Mientras que los macrofagos
CD163" de la membrana sinovial sana expresaron FR-B pero no RFC, los
macréfagos CD163" de la membrana sinovial de pacientes con AR activa fueron FR-
B"y RFC" (Figura 21C). El andlisis cuantitativo de la expresion de FR-B y RFC en los
macréfagos CD163" de los tejidos homeostaticos (colon y membrana sinovial sana)
e inflamatorios (colitis ulcerosa y membrana sinovial de pacientes con AR activa)
(Figura 21B, D), confirmé que RFC se expresa predominantemente en los
macrofagos en condiciones inflamatorias, por lo que representa un valioso marcador
de MQ@-GM.
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Figura 21. Expresién de los transportadores de folato FR-B y RFC en los macréfagos CD163" de tejidos en
inflamacién. A. Deteccion de CD163 (rojo), FR-B (verde, izquierda) y RFC (verde, derecha) por
inmunofluorescencia y microscopia confocal en colon (arriba) y colitis ulcerosa (abajo). Los nicleos se tifieron
con DAPI. Escala: 50 um. B. Se calcul6 la media de intensidad de fluorescencia (u.a.) de FR-B y RFC en las
regiones de interés dibujadas alrededor de cada macréfago CD163" (descartando el fondo) posicionado
alrededor de las criptas del colon (COLON, arriba) y en la colitis ulcerosa (COLITIS ULCEROSA, abajo). Se
representa la media + S.E.M. de 3 donantes independientes (>3 campos/donante) y se consideran células
positivas aquellas que presentan valores superiores a 25 u.a. C. Deteccion de CD163 (rojo), FR-B (verde,
izquierda) y RFC (verde, derecha) por inmunofluorescencia y microscopia confocal en membrana sinovial control
(arriba) y membrana sinovial de pacientes con artritis reumatoide (AR) activa (abajo). Los nucleos se tifieron con
DAPI. Escala: 50 um. D. Se calcul6 la media de intensidad de fluorescencia (u.a.) de FR-B y RFC en las regiones
de interés dibujadas alrededor de cada macréfago CD163" (descartando el fondo) de las membranas sinoviales
control (SINOVIA NORMAL, superior) y con AR activa (SINOVIA DE AR ACTIVA, inferior). Se representa la
media + S.E.M. de 3 donantes independientes (>3 campos/donante) y se consideran células positivas aquellas
que presentan valores superiores a 25 u.a.
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En el contexto de la AR, también se analizd la expresion de transportadores de
folato en células CD14" aisladas del liquido sinovial de pacientes con AR activa.
Estas células se encuentran embebidas en un medio pro-inflamatorio [129,147]. Las
células CD14" del liquido sinovial de pacientes con AR expresaron SLC19A1 y
TNFA, y carecieron de FOLR2 y SLC46A1 (Figura 22A). Los resultados a nivel de
ARNmM se confirmaron a nivel de proteina obteniendo un patrén RFC**PCFTP¥°TNF-

alto
a

y casi desprovisto de FR-3 (Figura 22B).

A

a [ SLC46A1
y M FOLR2
TNFA

61 [ SLC19A1

Niveles relativos de ARNm

OCAR#1 AR#2 ARE3 ARF4 ARRS AR#G ARHT ARHS ARHO

Figura 22. Expresién de los transportadores de folato FR-B, PCFT y RFC en células CD14" del liquido
sinovial de pacientes con AR. A. Deteccion de ARNm de SLC19A1, SLC46A1, FOLR2 y TNFA en células
CD14"del liquido sinovial de 9 pacientes con AR por qRT-PCR. B. Deteccién de TNF-a, FR-B, PCFT y RFC por
inmunofluorescencia y microscopia confocal en células CD14" del liquido sinovial de pacientes con AR. Escala:
20 um. Se muestra el DIC (microscopia diferencial de contraste de interferencia) en la imagen. Escala, 20 pm. El
experimento se realizé en 2 donantes independientes y se muestra uno representativo.

La cuantificacion de la expresion de los tres transportadores de folato RFC, PCFT y
FR-B en macrofagos CD163" en todos los tejidos analizados mostré que RFC se
expresa preferencialmente en tejido inflamatorio. Por el contrario, el PCFT y el FR-
se expresan mayoritariamente en tejidos en condiciones homeostéticas (Figura 23).
Toda esta serie de experimentos demuestra que el perfil de expresion de
transportadores de folato refleja el estado inflamatorio del tejido, y se puede utilizar
para discriminar entre los estados de polarizacién de los macrofagos in vitro e in

Vivo.
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Figura 23. Resumen de la expresion de los transportadores de folato FR-B, PCFT y RFC en macréfagos
CD163" en los distintos tejidos analizados. Cuantificacién del marcaje de FR-B, PCFT y RFC en macréfagos
de los tejidos en homeostasis (placenta, colon, higado y membrana sinovial control, sinovia) y tejidos en
inflamacién (colitis ulcerosa, colitis, y membrana sinovial de artritis reumatoide, AR). Se calculé la media de
intensidad de fluorescencia (u.a.) de cada proteina en las regiones de interés dibujadas alrededor de cada
macréfago CD163" (descartando el fondo). Se cuantificaron entre 150 y 350 células en cada muestra de tejido.
Se representa la media + S.E.M. de 3 donantes independientes (>3 campos/donante) y se consideran células
positivas aquellas que presentan valores superiores a 25 u.a.

Activina A regula la expresion de SLC19A1 (RFC) y Ila
internalizacion de 5-MTHF en M@-GM

Para determinar las bases moleculares de la expresién preferencial de RFC en
macréfagos pro-inflamatorios, se realizaron experimentos de re-polarizacion en M@-
M. Estos experimentos consisten en estimular los M@-M con GM-CSF (que revierte
la polarizacion) o M-CSF (que mantiene la polarizacién, control) durante 48 horas. La
re-polarizacion con GM-CSF aumenté significativamente la expresion de SLC19A1
en M@-M (Figura 24A). Previamente se ha descrito el papel de la activina A en
polarizacion de macrofagos [48]. La activina A producida por M@-GM contribuye a
mantener el fenotipo pro-inflamatorio de M@-GM e inhibe la expresion de
marcadores de polarizacion anti-inflamatorios como FR-B [47]. La posible
contribucion de activina A a la expresion de SLC19A1 se evaluo, tratando
directamente M@-M con activina A recombinante. Activina A aumenta
significativamente la expresion de ARNm de SLC19A1, mientras que disminuye los
niveles de ARNm de FOLR2 [137] (Figura 24B). Para confirmar la dependencia de
activina A en la expresion de SLC19A1 en M@-GM, estos se diferenciaron durante 7
dias en presencia de un anticuerpo bloqueante anti-activina A o SB431542 (inhibidor
de la fosforilacion de Smad2/3). Como se muestra en la Figura 24C-D, en ambas

situaciones la expresion de ARNm de SLC19A1 disminuy6 mientras que la expresion
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de ARNm de FOLR2 aument6 significativamente. Estos resultados demuestran que
la activina A contribuye a la regulacion de la expresion de SLC19A1 y FOLR2 en los
M@-GM y que controla el perfil de expresion de transportadores de folato en
macréfagos. Funcionalmente, los M@-GM internalizaron mas 5-MTHF cuando se
generaron en presencia de un anticuerpo blogueante anti-activina A, lo que indica

que la activina A modula la captacion de 5-MTHF en macréfagos (Figura 24E).
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Figura 24. La activina A regula la expresion del ARNm de SLC19A1 y la internalizacion de 5-MTHF en los
M@-GM. A. Deteccién de ARNm de SLC19A1 por qRT-PCR en M@-M tratados con M-CSF (M) o GM-CSF (GM)
durante 48 horas. Se indica la media y la SD de 4 experimentos independientes. B. Deteccion de ARNm de
SLC19A1 y FOLR2 por gRT-PCR en M@-M diferenciados en ausencia (-) o presencia de activina A (ActA; 10
ng/ml; +). C. Deteccion de ARNm de SLC19A1 y FOLR2 por gRT-PCR en M@-GM generados en presencia de un
anticuerpo isotipo especifico (IgG1; -) o un anticuerpo bloqueante anti-activina A (anti-Act A; +). D. Deteccién de
ARNmM de SLC19A1 y FOLR2 por gRT-PCR en MJ-GM generados en presencia de SB431542 (+) o DMSO (-).
(B-D) Se indica la media y SD de 5 donantes independientes. (*p<0.05; **p<0.005). E. La internalizacion de [3H]-
5-MTHF (50 nM) se evalu6 a pH 7.4 durante los tiempos indicados en M@-GM generados en presencia del
anticuerpo blogueante anti-activina A o un anticuerpo control (IgG). El experimento se realizd en 3 donantes
independientes y se muestra uno representativo.

El acido fdlico disminuye la expresion de citoquinas pro-
inflamatorias en los M@-GM

Dado que los M@-GM y M@-M difieren en el transporte de 5-MTHF, se analizo si
existia una relacion entre el metabolismo del folato y la polarizacion de macrofagos.
Para ello se determiné la expresion de marcadores de polarizacién y citoquinas en
los M@-GM y M@-M generados con RPMI deplecionado de &cido folico y con suero

dializado y en ausencia o presencia de 2.3 pM de acido félico (AFol). La presencia
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de AFol no modificé la expresion de marcadores especificos de polarizacion (Figura

25 y datos no mostrados).
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Figura 25. Efecto del 4cido félico en la expresidn génica de citoquinas y quimioquinas en los M@-GM y
M@-M. Deteccion de ARNm de CCL2, CSF1, IL1A, IL6, IL10 y TNFA por gRT-PCR en M@-GM (panel superior) y
M@-M (panel inferior) generados en ausencia (-) o presencia de 2,3 pM de &cido félico (AF). Las células se
cultivaron durante 7 dias en RPMI carente de &cido félico con 10% de suero dializado. Se indica la media y SD
de 6 donantes independientes.

Sin embargo, el AFol disminuyé significativamente los niveles de ARNm de TNFA,
IL6, CSF1 y CCL2 tras la estimulacion con LPS exclusivamente en los M@-GM.
Estos resultados indican que el AFol condiciona la expresion de citoquinas pro-
inflamatorias (TNF-a, IL-6) y quimioquinas (CCL2) en respuesta a LPS en los M@-
GM (Figura 26).
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Figura 26. Efecto del 4cido folico en la expresién génica de citoquinas y quimioquinas en los M@-GM y
M@-M en respuesta a LPS. Deteccién de ARNm de CCL2, CSF1, IL1A, IL6, IL10 y TNFA por qRT-PCR en M@-
GM (panel superior) y M@-M (panel inferior) generados en ausencia (-) o presencia de 2,3 pM de acido félico
(AFol) y estimuladas con LPS (10 ng/ml) durante las tltimas 20 horas. Las células se cultivaron durante 7 dias en
RPMI carente de &cido félico con 10% de suero dializado. Se indica la media y SD de 6 donantes
independientes.
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Efecto del antifolato metotrexato en los macréfagos

Otra aproximacion que estudiaremos para determinar si existia una relacion entre el
metabolismo del folato y la polarizacion de macréfagos fue mediante el uso de
antifolatos. Los antifolatos son antagonistas del acido folico que bloguean diferentes
enzimas del metabolismo de un solo carbono. El metotrexato (MTX) es el antifolato
mas utilizado en clinica [88,95,96,148,149] y funciona como agente anti-proliferativo
en cancer y agente anti-inflamatorio en enfermedades autoinmunes como la artritis
reumatoide (AR). El mecanismo de accion como agente anti-proliferativo se conoce
ya que MTX bloguea la proliferacion de células DHFR® (células tumorales)
[95,150,151]. Sin embargo, el mecanismo de accion del MTX como agente anti-
inflamatorio se desconoce. Como los macréfagos contribuyen en gran medida a la
patologia de la AR y a la progresion tumoral, se estudi6 la respuesta a MTX de

macrofagos pro- y anti-inflamatorios a largo (7 dias) y corto (24 — 48 horas) plazo.

Identificacion del perfil de expresiéon génica de los monocitos

expuestos a MTX a largo plazo

Para determinar la influencia del MTX en la diferenciacion de monocito a macrofago,
los monocitos se expusieron a una unica dosis de MTX inmediatamente antes del

proceso de diferenciacion con GM-CSF o M-CSF durante 7 dias (Figura 27).

Monocito
¢MTX
Figura 27. Representacién esquematica del experimento. El MTX (5 uM)
GM-CSF M-CSF  se afiadi6 una Gnica vez a los monocitos recién purificados y previo a la
diferenciacion con GM-CSF o M-CSF. El ARNm se aislo a dia 7 de
Mo+GM Mo+M diferenciacion con GM-CSF (Mo+GM) o M-CSF (Mo+M).
(MTX) (MTX)

En primer lugar, previo al analisis de expresidn génica por “microarrays”, se analizd
el efecto del MTX sobre la viabilidad celular de los macrofagos, los marcadores de
polarizacion CD163 y FR-B y la secrecion de citoquinas en respuesta a LPS. EI MTX
no modificé la viabilidad de los M@-GM y los M@-M (Figura 28A), ni alteré la
expresion de CD163 y FR-B (Figura 28B), ni modifico la produccion de TNF-a, IL-6 o
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IL-10 en respuesta a LPS (Figura 28C). Estos resultados indican que el MTX no

cambia la polarizacion de los macréfagos.
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Figura 28. Caracterizacion de la viabilidad y del fenotipo de los Mo+GM y Mo+M tratados con MTX. A.
Deteccion de la viabilidad celular por citometria de flujo en Mo+GM y Mo+M sin tratar (-) o tratados con MTX (0.5
y 5 uM). Los experimentos se realizaron en 3 donantes independientes y se muestra uno representativo. B.
Deteccion de FR-B y CD163 en Mo+GM y Mo+M sin tratar o tratados con MTX (5 pM) durante 7 dias por
citometria de flujo. Se indica el porcentaje de células positivas y la media de intensidad de fluorescencia (entre
paréntesis). Los experimentos se realizaron en 6 donantes independientes y se muestra uno representativo. C.
Deteccion de IL-6, IL-10 y TNF-a por ELISA en Mo+GM y Mo+GM diferenciados en ausencia (-) 0 presencia de
MTX (+, 5 puM) y estimulados o no con LPS (+, 10 ng/ml) durante las tltimas 24 horas.

El tratamiento prolongado con MTX resulté en la generacion de un perfil
transcripcional, en el que aumentd la expresion de 1200 genes y disminuyd la
expresion de 824 genes en macrofagos diferenciados con GM-CSF (Mo+GM)
respecto a Mo+GM sin tratar. Por el contrario, la presencia del MTX tuvo un efecto
muy diferente en perfil transcriptomico de macrofagos diferenciados con M-CSF
(Mo+M), en el que solo aumentd la expresion de 73 genes y disminuyé la de 10
genes (Figura 29A, Tabla 9). Estos resultados sugieren que el efecto del MTX es
mayor en los (Mo+GM) en comparacion con los diferenciados con M-CSF (Mo+M).
La comparacion entre los genes modificados por MTX en Mo+GM y Mo+M
(http://bioinfogp.cnb.csic.es/tools/venny/index.html) indic6 que 1956 genes fueron
exclusivamente modulados en Mo+GM, mientras que 15 genes fueron Unicamente

modulados por Mo+M, y 68 genes fueron comunmente modulados por MTX (Figura

29B).
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4 cCL4 6,3714  0,0037 S NFE2 -3,1872  0,0029

3 LIF 62426  0,0014 <= RNASE4  -32023 0,0014

;3; CAMKIG 59884 00047 © SERPINB10 -3,2225  0,0060

5 TNFSF15 59670 0,013 S AQP7 -3,3934  0,0019

> MET 59553  0,0016 2 TNNT3 -3,4732  0,0014

§ CLDN14 57570  0,0037 =8 CRH -3,5512  0,0096

g ARC 57272 00013 ¢ LEP -3,6789  0,0257
RSAD2 56707 00062 ©  AQP7P1  -3,7193  0,0027
NEFM 56161  0,0013 PAGE2B  -3,9029 0,0016
ITGB1BP3 5,4469  0,0017 MTL5 -4,0766  0,0051
SLC1A2  5,3950  0,0014 F13A1 -4,1313  0,0147
TRAF1 53738  0,0013 AQP7P1  -4,2525  0,0059
CCR7 53222  0,0089 WDR86  -4,4012  0,0184
NEU4 52990  0,0260 ELANE -4,6321  0,0052

SPINK1  8,3725  0,0232 TROAP  -1,3137  0,0489
VGF 7,6693  0,0238 KIF20A  -1,4715  0,0366
IL24 7,3538  0,0211 PLK1 -1,5333  0,0399
RRAD  6,5155  0,0489 C9orfl40  -1,6176  0,0370
INHBA 64291  0,0211 GUCY1A3 -1,8418  0,0485
LCEIC  6,4208  0,0232 CLMP  -1,8434  0,0299
AIMIL 62569 00211 = GUCY1A3 -1,8480  0,0489

= HCAR3 55413 00364 § CLECAGP1 -1,8669  0,0251

S RHCG 54551 00232 3  CDC20  -1,9668 00229

© IL8 52479  0,0478 & HISTIHIB -2,2028  0,0232

. IL1A 52014 0,0392 3, HISTIHID -2,2239  0,0370

S NEU4 51417 00494 3
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MET 42814  0,0217
ULBP1 42661  0,0211
CD70  4,2201  0,0478
KRT17  4,0514  0,0229
AREG  4,0365  0,0489
BEX2  3,9610  0,0238

Tabla 9. Genes modificados significativamente por MTX en monocitos tratados con MTX previo a la
diferenciacién con GM-CSF (Mo+GM) o M-CSF (Mo+M). Los cambios significativos representados con “fold

change” (FC) mayor o igual que 1 y un p valor menor de 0.05.
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Los resultados obtenidos del “microarray” se analizaron con el programa “Ingenuity
Pathway Analysis” (IPA). Las principales vias candnicas modificadas por el
tratamiento con MTX en Mo+GM fueron “Maduraciéon de células dendriticas”,
“Fibrosis hepatica”, “Sefalizacién de aterosclerosis”, “Sefalizacion en la fase de
respuesta aguda”, y “Sefializacién alterada de células T y B en artritis reumatoide”.
La via de “Fibrosis hepatica” también se modific6 en Mo+M, y en éstos fueron
exclusivas las vias canodnicas del “Papel de las citoquinas en la comunicacién entre

las células inmunitarias” y “Sintesis de Serina” entre otras (Figura 29C).

14001 [JAumentados
T Mo+GM Mo+M

9 12004 — [l Disminuidos (MTX) (MTX)

o -

£ 10004

)

S 800 4 =il

S 80 -

£

E 60 4

Z 40

20 4
0 : i
Mo+GM Mo+M
C (MTX) (MTX)
Mo+GM (MTX) Mo+M (MTX)

6 0.8 5 _0.20
= Los 41 L0.15
o 44 °
© [e) -‘63-

2 Lo4 & 3 L0.10 2
- ¥ o <
o = 21 14
o 2+ o
e L 0.2 o § L 0.05
7 1]
0l L 0.0 0l | 0.00

o S 2 nx 9 2 @ o © © T o <

$§ £ 3 § 8§<3:z g % 8 £ 5 £ sEfs 3 o%

= B e o cs8 = - 2 B © © © 05 E 29

= g o 2 2353 2« SE o E 2 $3 Ta § Cw

T 2 3° 2.8mo& E ¢ wE @ o 2 2= Ca 2 of

$§ 2 8 £ w®-8S%F 2 2 €8 w 3 2 Eaz2 § Fe

@ 2 § S E- o> 8 ~ S B B 2 o v D 2z

S § % 93 2%0Ts 5 3 s & © £ E£8 3T § EF

32 8 @« ©Q L8 ST T = 20 = » 8 3, 08 o 2

@ 4 T g R3FE o = S0 @3 =& i F7 EE © 8°

© g g% 5@ 8 © 25 2 o £% 56 & &

8 T 88 8%y = 3 £5 @ 3 g5 €S § o°

= s N 00 E2 o 3 Qc 2 gopuw s

® 5 = wnT 35 T a £ .5 7] 29 <

° & = EE o S &89 o T e

5 N 5 S B & & 3 2 ]

0 T 0 o= o K] a

g < 8 55 2

5 @ 2 °E £

g “"; [*] Q

= o e &

Figura 29. Determinacion del perfil transcriptdmico de monocitos tratados con MTX. A. Cuantificacion y B.
Comparacion del nimero de genes cuya expresién cambia significativamente (p valor < 0.05 y cambio de
expresion génica (FC, fold change) mayor o igual que 1) en monocitos tratados con MTX y diferenciados con
GM-CSF (Mo+GM) o M-CSF (Mo+M). C. Andlisis de las funciones moleculares enriquecidas significativamente
entre el “set” de genes cuya expresién se encuentra alterada tras la exposicion a MTX en Mo+GM y Mo+M.
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Validacién de los resultados de transcriptémica

El tratamiento con MTX resulta en la generacion de macrofagos que exhiben una
expresion muy aumentada de los genes AREG, CCL4, CCL20, GDF15, IL1A, 1L24,
LIF y MET y disminuida de CD32 y THBS1. Para verificar los resultados de
transcriptomica, se analizO la expresion de estos genes en 6 preparaciones
independientes de monocitos expuestos a MTX y diferenciados a M@-GM o MJ-M.
El tratamiento con MTX a largo plazo resulto en el aumento de AREG (8.8 veces en
Mo+GM y 2.4 veces en Mo+M), CCL4 (15.32 veces Mo+GM), CCL20 (20 veces en
Mo+GM), GDF15 (18 veces en Mo+GM y 7 veces en Mo+M), IL1A (6.36 veces en
Mo+GM y 10.77 veces en Mo+M), IL24 (318.89 veces Mo+GM y 682.23 veces en
Mo+M), LIF (20 veces en Mo+GM y 4 veces en Mo+M) y MET (16 veces en Mo+GM
y 14 veces en Mo+M) y en la disminucion de CD32 (2.2 veces en Mo+GM) y THSB1
(50 veces en Mo+GM). En general, los cambios (veces de induccién) en la expresion
génica en Mo+GM por MTX fueron mayores en comparacion con los cambios en
Mo+M (Figura 30). Estos resultados indican que el efecto del MTX esta condicionado
por el contexto de citoquinas (GM-CSF vs M-CSF). En los siguientes experimentos
el estudio se centré en el CCL20 [152], gen més altamente modificado por MTX en
Mo+GM en “microarrays” y LIF [153,154], citoquina inmunomoduladora que

pertenece a la familia del IL-6 y gen modulado por MTX en ambos tipos de
macroéfagos.
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Figura 30. Validacién de los cambios en la expresion génica. Deteccion de ARNm de AREG, CCL4, CCL20,
GDF15, IL1A, IL24, LIF, MET, CD32 y THBS1 por qRT-PCR en monocitos diferenciados con GM-CSF (Mo+GM)
0 M-CSF (Mo+M) en ausencia o presencia de MTX. Se indica la media y S.E.M. de 6 donantes independientes
(*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001).
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Dosis-respuesta y cinética de induccién génica durante la

diferenciacion de los macrofagos en respuesta a MTX

La concentracion de MTX empleada en los “microarrays” fue de 5 pM, una
concentracion alta utilizada en pacientes con cancer. Los estudios farmacocinéticos
de MTX descritos para pacientes con AR muestran que la administracion de 25 - 40
mg de MTX presenta un pico maximo de concentracion de 1 - 2 uM en plasma dos
horas después de la administracion, y los niveles descienden a 10 - 50 nM a las 24 -
48 horas [92,155]. Se realizaron experimentos de dosis respuesta con dosis
clinicamente relevantes en pacientes con AR. Se observo que la concentracion de
50 nM de MTX aumenta significativamente los genes estudiados (CCL20 y LIF) en
Mo+GM. Por el contrario, la concentracién de 5 nM de MTX no modifico la expresion
de estos genes, lo que indica que el efecto del MTX en la diferenciacion CSF-
dependiente de monocitos empieza a 50 nM (Figura 31A). A partir de este resultado
y en el resto de experimentos se utilizd la dosis de 50 nM de MTX para
contextualizar con una situacion de tratamiento con MTX en enfermedades auto-
inmunes (AR). CCL20 y LIF se detectaron en los sobrenadantes de Mo+GM
expuestos a MTX, mientras que no se detectaron en Mo+M expuestos a MTX
(Figura 31B).
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La suplementacion con acido folinico revertio el aumento de expresion génica y de
proteina de CCL20 y LIF por MTX, indicando asi la especificidad por el metabolismo
del folato (Figura 32).
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Figura 32. Competicién de la respuesta a MTX con acido folinico. Deteccion de CCL20 (izquierda) y LIF
(derecha) por gRT-PCR (A) o ELISA (B) en monocitos diferenciados en presencia de MTX (50 nM) y acido
folinico (AF, 100 uM). EI MTX y AF se afiadié una vez a monocitos y el ARNm (A) y proteina (B) se midi6 a dia 7
de la diferenciacién con GM-CSF (Mo+GM) o M-CSF (Mo+M). En A, se indica la expresion de ARNm en los M@
tratados con MTX respecto a M@ sin tratar. En B, se indican la expresion de cada proteina en M@ tratados con
MTX respecto a M@ sin tratar. Se indica la media y S.E.M. de 3 donantes independientes (*p<0.05, **p<0.01).

Los experimentos de cinética revelaron que el aumento en CCL20 y LIF ARNm y
proteina tuvo lugar a dia 4 - 5 tras el tratamiento con MTX y alcanzoé el nivel maximo
a dia 7 durante la diferenciacion inducida por GM-CSF (Figura 33). En su conjunto,
estos resultados validan los datos obtenidos del analisis global de expresion génica
e indican que CCL20 y LIF constituyen nuevos biomarcadores de respuesta a MTX

en Mo+GM.
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Figura 33. El MTX induce la expresion de CCL20 y LIF a dia 5 de diferenciacion con GM-CSF. Deteccién de
CCL20 (izquierda) y LIF (derecha) por gRT-PCR (A) o ELISA (B) en monocitos diferenciados con GM-CSF
(Mo+GM) o M-CSF (Mo+M) en ausencia o presencia de MTX (50 nM). El MTX se afiadi6 una Unica vez a
monocitos, y los niveles de ARNm (A) o proteina (B) se midieron en los tiempos indicados (d, dias). En A, los
resultados indican la expresion de ARNm en M@ tratados con MTX en relacion a M@ sin tratar en cada tiempo.
En B, los resultados indican la expresion de cada proteina en M@ tratados con MTX en relacion a MJ sin tratar
en cada tiempo. Se indica la media y S.E.M. de 4 donantes independientes (*p<0.05, **p<0.01).

Efecto de MTX a corto plazo en monocitos y macréfagos. Base

molecular de larespuesta diferencial a MTX en los M@-GM y M@-M

Para explorar la base molecular de la respuesta diferencial a MTX, se realizaron
experimentos de respuesta a MTX a tiempos cortos en monocitos y macrofagos
completamente diferenciados M@-GM y M@-M, y en células de otro linaje como
fibroblastos y epitelio. Los monocitos, M@-GM, MJ-M, fibroblastos y HEK 293T se
expusieron a un tratamiento corto de MTX (24 - 48 horas) y se analizé la expresion
génica de CCL20, LIF, MET y GDF15 por gRT-PCR. EI MTX incremento
significativamente los niveles de expresiéon de CCL20, LIF, MET y GDF15 después
de una exposicion de 24 horas, y el efecto se vio aumentado a las 48 horas en M@-
GM. Por el contrario, el MTX no modificd la expresion de los genes ni en monocitos,
M@-M (Figura 34A), fibroblastos o células HEK 293T (Figura 34B). Estos resultados
indican que existe una respuesta diferente a MTX en monocitos y macrofagos, y
evidencian de un efecto contexto y diferenciacion-dependiente de MTX en células

mieloides.
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Figura 34. Respuesta a MTX en monocitos, M@, fibroblastos y células HEK 293T durante 24 y 48 horas. A.
Deteccion de ARNm de CCL20, LIF, MET y GDF15 por gRT-PCR en monocitos, M@-GM y M@-M en ausencia (-)
o presencia del MTX (MTX, 50 nM) durante 24 6 48 horas. Se indica la media y S.E.M. de 6 donantes
independientes (*p<0.05). B. Deteccion de ARNm de CCL20, LIF, MET y GDF15 por gRT-PCR en fibroblastos y
células HEK 293T en ausencia (-) o presencia (+) de MTX durante 24 6 48 horas. Se indica la media y S.E.M. de
6 donantes independientes (*p<0.05).

Como ya se describio anteriormente la internalizacién del MTX es similar en los M@-
GM y M@-M (Figura 19). La concentracion intracelular de MTX resulto ser similar
también en los M@-GM y M@-M (Figura 35), indicando que la respuesta diferencial a
MTX en los macrofagos no es debido a la expresion diferencial de los

transportadores de folato/MTX.

93




50 -
40 4

30

Figura 35. Deteccidon de la concentracion intracelular de MTX por
HPLC en los M@-GM y M@-M tratados con MTX (50 nM) durante 48
horas.

20

UM/mg proteina

10 4

T T
MTX - MTX
M@-GM M@-M

El MTX y, en particular, el MTX poliglutamado (MTX-Pgl) inhibe varias enzimas
implicadas en el metabolismo del folato (DHFR, TS (codificada por el gen TYMS)
GART y ATIC) [96,156]. Se analizé la expresion de las enzimas implicadas en el
metabolismo del folato/MTX (Figura 36A) en los monocitos, M@-GM y M@-M para
determinar si habia diferencias en su expresion que explicasen la respuesta
diferencial a MTX en los monocitos, M@3-GM y M@-M. La expresion de las enzimas
FPGS y MTHFR fue significativamente mayor en monocitos que en macrofagos
mientras que ATIC ARNm se expresé de manera diferente en los M@-GM y M@-M, y
los niveles de DHFR ARNmM se mantuvieron constantes. Timidilato sintasa (TYMS)
fue la Unica enzima cuya expresion fue significativamente diferente entre las tres
poblaciones mieloides (Figura 36B) y cuya expresion fue mayor en los M@-GM que
en los M@-M y los monocitos, a nivel de ARNm y proteina (Figura 36D). Este
resultado sugiere que la respuesta diferencial a MTX en los M@-GM y M@-M podria
derivar de la diferencia en expresion de TS, una hipétesis que se estudia a

continuacion.
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timidilato (dTMP). B. Deteccién de ARNm de las enzimas implicadas en el metabolismo de folato/MTX FPGS,
GGH, DHFR, TYMS, GART, ATIC y MTHFR por gRT-PCR en monocitos (Mo), M3-GM y M@-M. Se indica la

media y S.E.M. de 6 donantes independientes (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001). C. Deteccién de TS por “Western
blot” en células HEK 293T transfectadas con el vector de expresion pcDNA3 o TS-pcDNAS3. Los niveles de

vinculina se muestran como control de carga. D. En el panel superior, detecciéon de TS por “Western blot” en

monocitos (Mo), M@-GM, M@-M y células HEK 293T transfectadas con TS (HEK+TS) como control positivo. Los
niveles de vinculina se muestran como control de carga. En el panel inferior, deteccion de CD14 (rojo) y TS
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Escala, 50 um.
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La expresion de timidilato sintasa (TS) condiciona la respuesta a

MTX en los macrofagos

Para desarrollar esta hipoétesis se estudio el papel de TS en respuesta a MTX en los
macrofagos alterando su funcion o expresion. En primer lugar, se usaron otros
antifolatos como pemetrexed (PMX) [88] y raltitrexed (ZD1694), potentes inhibidores
de TS [157]. PMX y ZD1694 incrementaron significativamente la expresion del
CCL20, LIF, MET y GDF15 en los M@-GM, indicando que la inhibiciébn de la
actividad enzimatica de TS contribuye a la respuesta a antifolatos (MTX, PMX y
ZD1694) en los M@-GM (Figura 37A). En segundo lugar, se determinaron los
cambios en la expresién génica inducida por MTX o PMX en presencia de timidina
en los M@-GM. La suplementacion con timidina disminuyo significativamente el
aumento en la expresion de CCL20, LIF, MET y GDF15 dependiente de MTX o PMX
(Figura 37B). Finalmente, y para confirmar que los cambios en expresion génica
inducidos por MTX dependen de la inhibicion de TS, se determind el efecto del
silenciamento de la expresion de TS en M@-GM utilizando dos siARN diferentes
para TYMS. El “knock down” de TS aumentd significativamente los niveles de
expresion de CCL20, LIF, GDF15 y MET, mientras que la expresion de SLC19A1
(gen control que no se modifica por MTX) se mantuvo constante (Figura 37C).
Ademas, la induccion génica por MTX y PMX disminuy6 significativamente (70 —

80%) en M@J-GM silenciados para TS, confirmando esta hipétesis (Figura 37D, E).

Por dltimo, se encontré una correlacion entre la expresion de TS durante la
diferenciacion de macréfagos y la respuesta a MTX. Los experimentos de cinética
mostraron que el ARNm y la proteina de TYMS se detecta a dia 3 de diferenciacion
con GM-CSF (Figura 37F), mientras que la respuesta a MTX (induccion de CCL20 y
LIF) comienza a dia 4 observando asi una correlacién entre la expresion de la TS en

macrofagos y la respuesta a MTX.
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Figura 37. La expresioén de timidilato sintasa (TS) condiciona la respuesta a MTX en los macréfagos. A.
Deteccion de ARNm de CCL20, LIF, MET y GDF15 por gRT-PCR en M@-GM en ausencia (-) o presencia de
MTX (50 nM), PMX (50 nM) y ZD1694 (ZD, 50 nM) durante 48 horas. Se indica la media y S.E.M. de 7 donantes
independientes (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001). B. Deteccion de ARNm de CCL20, LIF, MET y GDF15 por qRT-
PCR en M@-GM en ausencia (-) o presencia de MTX (50 nM), PMX (50 nM) y timidina (dT, 10 uM) durante 48
horas. Se indica la media y S.E.M. de 8 donantes independientes (*p<0.05, **p<0.01). C. Deteccion de de ARNm
de CCL20, LIF, MET, GDF15, SLC19A1 y TYMS por gRT-PCR en M@-GM transfectados con el siARN control (-)
0 dos siARN distintos para TYMS (si8, si9). Los valores en presencia de siARN control se normalizaron a 1 (n=8,
*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001). D y E. A la izquierda, detecciéon de ARNm del CCL20, LIF, MET y GDF15 por
gRT-PCR en M@-GM transfectados con el siARN control (-) y dos siARN distintos para TYMS (si8, si9) y tratados
con MTX (D, 50 nM) o PMX (E, 50 nM). Los valores en presencia de siARN control se normalizaron a 100 (n= 8
(si8), n=5 (si9), *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001). A la derecha, deteccion de TS por “Western blot” en MJ-GM
transfectados con el siARN control (scr) y dos siARN distintos para la TYMS (si8, si9) en ausencia (-) o presencia
de MTX (+, 50 nM).Los niveles de GAPDH se muestran como control de carga. F. Deteccion de ARNm de TYMS
por gRT-PCR en monocitos y durante la diferenciacion a M@-GM o M@-M en los tiempos indicados (d, dias) y en
presencia de MTX (50 nM). El MTX se afiadié a monocitos previo a la diferenciacion. Se indica la media y S.E.M.
de 4 donantes independientes (*p<0.05). En la parte superior de la grafica, deteccidon de TS por “Western blot” en
M@-GM en los tiempos indicados (dias) en presencia de MTX (50 nM). Los niveles de GAPDH se muestran
como control de carga.

97



La expresion de otras enzimas implicadas en el metabolismo del folato/MTX (DHFR,
MTHFR, GART, ATIC, FPGS y GGH) se mantuvo constante durante la
diferenciacion (Figura 38). En su conjunto, estos resultados confirman que la
respuesta a MTX en macrofagos depende de los niveles de expresion de TS.
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Figura 38. Expresion de las enzimas del metabolismo del folato/MTX durante la diferenciacion de
monocito a M@-GM y M@-M. Deteccién de ARNm de FPGS, GGH, DHFR, TYMS, GART, ATIC y MTHFR por
gRT-PCR en monaocitos y durante la diferenciacion a M@-GM y M@-M en los tiempos indicados (d, dias). Se
indica la media y S.E.M. de 4 donantes independientes (*p<0.05).

Expresion de timidilato sintasa (TS) en los macréfagos de tejido

sinovial de AR

Como se muestra mas adelante (Figura 45), los macrofagos de las articulaciones de
AR exhiben un perfil de polarizacion GM-CSF-dependiente a nivel transcriptébmico y
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fenotipico. Los macréfagos de las articulaciones de AR representan una diana
celular de MTX y por ello se determind la expresion de TS en los macrofagos de
membrana sinovial de articulaciones de pacientes con AR y articulaciones control.
La TS se detecté en macrofagos CD163"/TNF-a* localizados en el “sublining” de la
membrana sinovial de pacientes con AR. Por el contrario, los macréfagos CD163" de
tejido sinovial control no expresaron TS ni TNF-a (Figura 39A, B). En concordancia
con estos resultados, los macréfagos generados in vitro tratados con TNF-a
mantuvieron la expresion de TYMS vy la respuesta a MTX (induccion de CCL20 y
LIF). Este efecto no se observé con otros estimulos pro-inflamatorios (IFN-y) o anti-
inflamatorios (IL-4) (Figura 39D). Estos resultados indican que los macréfagos del

tejido sinovial de la AR representan una diana celular para el MTX.
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Figura 39. Expresion de TS en los macr6fagos de membrana sinovial control y de pacientes con AR. A.
Deteccion de CD163 (rojo), TS (verde, izquierda) y TNF-a (verde, derecha) por inmunofluorescencia y
microscopia confocal en membrana sinovial control (arriba) y de pacientes con AR activa (abajo). Los nucleos se
tiferon con DAPI. Los experimentos se realizaron en 6 donantes independientes, y se muestra un experimento
representativo. Escala, 100 um. B. Aumento (20x) de las areas recuadradas en las membranas sinoviales con
AR (A). C. Se calculé la media de intensidad de fluorescencia (u.a.) de TS y el TNF-a en las regiones de interés
(ROIs) dibujadas alrededor de cada macréfago CD163" (descartando el fondo) en la membrana sinovial control
(SN) y de pacientes con AR activa (AR). Se cuantificaron entre 150 y 300 células en cada muestra de tejido. Se
representa la media + S.E.M de 6 donantes independientes (>3 campos/muestra elegidos al azar), y se considera
células positivas aquellas que presentaron valores superiores a 25 u.a. (*** p<0.001). D. Deteccion de ARNm de
CCL20, LIF y TYMS por gRT-PCR en M@-GM diferenciadas con IFN-y, IL-4 o TNF-a durante 48 horas y en

ausencia (-) o presencia de MTX (+, 50 nM, 48h). Se indica la media y S.E.M. de 4 donantes independientes
(*p<0.05).
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La inhibicion de TS modula la expresién génica dependiente de p53
en los M@-GM

Las vias moleculares implicadas en el transcriptoma dependiente de MTX se
estudiaron mediante el programa Ingenuity Pathway (IPA). TP53 aparece como el
principal regulador “upstream” de los genes modulados por MTX a largo plazo
(diferenciacién con GM-CSF y M-CSF) y a corto plazo (48 horas en M@-GM) y con
un estado predictivo de activacion (Figura 40A). El “gene set enrichment analysis”
(GSEA) de macroéfagos tratados con MTX durante 48 horas (Figura 40B) mostré un
enriquecimiento en la firma génica de p53. Los analisis bioinforméticos (IPA, GSEA)
y el hecho de que la inhibicion de TS aumente la expresion génica de LIF, CCL20,
MET y GFD15, genes diana del p53 [158,159], nos condujo a explorar la conexién
que existia entre la inhibicion de TS (MTX, PMX) y la activacion de p53 en los M@&-
GM. Los resultados de la Figura 40C muestran que el bloqueo de p53 con pifitrina-a
(PFT, inhibidor reversible de p53) disminuyé significativamente la respuesta a MTX
(CCL20, LIF, MET y GDF15) en M@-GM. Por otro lado, la activacién de p53 con
nutlina-3 (antagonista de mdm2 y activador de p53) aumento la expresion de dichos
genes tanto en los M@-GM como en los M@-M (Figura 40D) [159], lo que indica que
la relacién entre la activacion de p53 y la expresién génica mediada por el MTX
depende de la expresion de TS. Para analizar la relacion entre TS y p53 mas en
detalle, se silencié la expresion de TS con siARN en presencia de PFT (Figura 40E).
Se observo que el aumento en la expresion de los genes CCL20, LIF, MET y GDF15
por el silenciamiento de TS disminuyé significativamente con p53 bloqueada por
PFT. La expresion de otros genes como SLC19A1 se mantuvo constante durante
todos los tratamientos. Estos resultados indican que la inhibicion de TS en M@-GM

modula p53 y sus genes diana en respuesta al MTX.
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Figura 40. Bases moleculares de la respuesta a MTX en los M@-GM: TP53. A. Tabla con los “top upstream
regulators” en monocitos expuestos a MTX y diferenciados con GM-CSF o M-CSF durante 7 dias y M@-GM
expuestos a MTX (50 nM) durante 48 horas. B. El “Gene set enrichment analysis” (GSEA) indica un
enriquecimiento en la via de sefializacién de p53 en M@-GM tratados con MTX durante 48 horas. C. Deteccién
de ARNm de CCL20, LIF, MET y GDF15 por gRT-PCR en M@-GM tratados con MTX (MTX, 50 nM) y pifitrina-a
(PFT, 25 pM 6 50 pM) durante 48 horas. Se indica la media y S.E.M. de 6 donantes independientes (*p<0.05,
**p<0.01). D. Deteccién de CCL20, LIF, MET y GDF15 por gRT-PCR en M@-GM y M@-M tratados con nutlina-3
(10 pM) durante 48 horas. Se indica la media y S.E.M. de 6 donantes independientes. E. Deteccion de ARNm de
CCL20, LIF, MET, GDF15 y SLC19A1 por gRT-PCR en M@-GM transfectados con el siARN control (-) o siARN
para TYMS en ausencia o presencia de PFT (50 uM). La induccién representa la expresion de cada gen en
células transfectadas con siARN TYMS respecto a siARN control y sin tratar o tratadas con PFT. Media y S.E.M.
de 6 donantes independientes (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001).

En el contexto de la AR, p53 se detectdé en macréfagos CD163" de las articulaciones
de AR y no de articulaciones control (Figura 41). En su conjunto, estos resultados
indican que la respuesta a MTX en los macréfagos es polarizacion dependiente y
esta determinada por el eje TS-p53.
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Figura 41. Expresion de p53 en macrofagos de membrana sinovial control y de pacientes con AR. A.
Deteccion de CD163 (rojo) y p53 (verde) por inmunofluorescencia y microscopia confocal en membrana sinovial
de pacientes con AR activa. Los nucleos se tifieron con DAPI. Los experimentos se realizaron en 3 donantes
independientes, y se muestra un experimento representativo. Escala, 100 pm. B. Aumento (20x) de las areas
recuadradas en las membranas sinoviales con AR (E). C. Se calcul6 la media de intensidad de fluorescencia
(u.a.) del p53 en las regiones de interés (ROIs) dibujadas alrededor de cada macréfago CD163" (descartando el
fondo) en la membrana sinovial control (Sinovia normal) y de pacientes con AR activa (AR). Se cuantificaron
entre 150 y 300 células en cada muestra de tejido. Se representaron la media + S.E.M. de 3 donantes
independientes (>3 campos/muestra elegidos al azar), considerando células positivas aquellas que presentan
valores superiores a 25 u.a. (*** p<0.001).

Se ha demostrado que los macréfagos de articulaciones de AR y no de
articulaciones sanas expresan TS y son diana del MTX. A continuacion

caracterizamos en profundidad el estado de polarizacion de los macrofagos en AR.

Caracterizacion fenotipica de las células CD14" de liquido sinovial

de artritis reumatoide (AR)

La AR es una enfermedad inflamatoria crénica cuya patogenia y severidad se
correlaciona con la presencia de citoquinas pro-inflamatorias derivadas de
macrofagos en el tejido sinovial inflamado [115,124]. Las citoquinas generadas por
macréfagos aceleran el proceso patolégico de la AR y son diana terapéutica [160].
Como paso preliminar para determinar el estado de polarizacion de macrofagos en
AR (M@-AR), se aislaron células CD14" del liquido sinovial (LS) de 9 pacientes con
AR activa. Se analiz6 la expresion de los marcadores de polarizacion en superficie
celular (descritos en la Figura 11) por citometria de flujo. La expresion de
marcadores caracteristicos de M@-M, CD163 y FR-3, fue baja en M@-AR. Por el
contrario, los M@-AR mostraron alta expresion de CD50 (ICAM3), expresado mas en
los M@-GM que en los M@-M [161], de CD36 y no expresaron CD209 (DC-SIGN)
[141] (Figura 42B, C) marcador cuya expresion caracteriza macréfagos polarizados
con IL-4 [38,162] o M@-M [141]. Este perfil de citometria indica que los M@-AR
aislados del LS presentan bajos niveles de los marcadores de membrana que

caracterizan a los M@-M o anti-inflamatorios.
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Figura 42. Caracterizacion fenotipica de las células CD14" aisladas del liquido sinovial (LS) de pacientes
con AR. A. Andlisis por citometria de flujo de células mononucleares aisladas del LS de un paciente con AR
indicando el FSC/SSC y en la regién seleccionada la expresion de CD14"/CD45" y su control de isotipo. B.
Deteccién de CD14, CD163, FR-B, CD50, CD209 y CD36 por citometria de flujo en células CD14" aisladas del
liquido sinovial de pacientes con AR activa, comparandolo con M@-GM y M@-M generados in vitro. Se indica el
porcentaje de células positivas y la media de intensidad de fluorescencia (entre paréntesis). Los histogramas con
fondo gris marcan la fluorescencia de las células en presencia de anticuerpos control. Los experimentos se
realizaron en 9 donantes independientes de pacientes de AR, y se muestra un representativo. C. Representacion
de la media de intensidad de fluorescencia de CD163, FR-3, CD50, CD209 y CD36 en células CD14" aisladas
del liquido sinovial de pacientes con AR activa (M@-AR; n=9), macréfagos M@-GM (n=8) y M@-M (n=9)
generados in vitro. Se indica la media y la SD (*p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001).

Caracterizacion transcriptomica de los macrofagos de liquido
sinovial de AR

Previamente se han identificado genes cuya expresién es capaz de diferenciar
macréfagos polarizados por las citoquinas GM-CSF (M@-GM, pro-inflamatorios) de
M-CSF (M@-M, anti-inflamatorios) [48,50,163].

contribuyen a la patogénesis de la AR [133,163], se determindé el estado de

Dado que ambas citoquinas

polarizacion de M@-AR analizando la expresion de dichos genes en 9 muestras de
células CD14" aisladas de liquido sinovial de AR y comparandolas con la expresion
en 4 muestras de células CD14", aisladas ex vivo de ascitis tumoral (TAM) y
diferentes muestras de M@-GM y M@-M obtenidas in vitro. Como se ilustra en la
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Figura 43, la agrupacién jerarquica no supervisada de los genes de los MJ-AR
mostré mayor proximidad con los genes de los M@-GM que con los de los M@-M.
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Figura 43. Perfil de expresion génica de M@-AR. Agrupacion jerarquica no supervisada (Genesis software:
http://genome.tugraz.at/genesisclient/genesisclient_description.shtml) que muestra el nivel de expresion génica
de los genes indicados en M@-GM (M@-GM, A-H), M@-M (M@-M, A-F) generados in vitro, células CD14"
aisladas ex vivo de ascitis tumoral de 4 pacientes (TAM, macréfagos asociados a tumor 1-4), y células CD14"
aisladas ex vivo de liquido sinovial de 9 pacientes con AR (MJ-AR, 1-9).

Los M@-AR de LS exhibieron una expresion moderada/alta de los marcadores
caracteristicos de los M@-GM (TNFA e IL23A), pero carecieron de la mayoria de
marcadores anti-inflamatorios de M@-M (IGF1 y HTR2B (receptor de serotonina 2B))
(Figura 44). Los niveles de expresion de los genes asociados a M@-GM, MMP12,
EGLN3 (PHD3), INHBA (inhibina A), CCR2, FCER1A y SLC2A1 fueron
significativamente mayores en los M@-AR de LS que en los M@-M generados in vitro
(Figura 44A). Al contrario, los M@-AR presentaron bajos niveles de expresion de
FOLR2 y CD36 (Figura 44A), lo que concuerda con los datos previos de expresion
por citometria de flujo (Figura 42B), STAB1, SLC40Al (ferroportina 1) y CMKLR1
que los M@-M generados in vitro (Figura 44). Estos resultados indican que los M@-

AR de LS muestran un perfil génico similar a los M@-GM pro-inflamatorios, hallazgo
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que concuerda con la correlacion existente entre el nimero de macrofagos en el

tejido sinovial y la gravedad de la enfermedad [129].

Esta descrito que los macréfagos asociados a tumor (TAM) muestran un perfil de
polarizacion similar a los macréfagos anti-inflamatorios durante la progresion tumoral
[38,47,164]. A diferencia de los M@-AR, el perfil génico de los TAMs aislados ex vivo
fue mas proximo a los M@-M que a M@-GM (Figura 44). La comparacion entre los
perfiles de expresion de los M@-AR y los TAM permitio la identificacion de los genes
mas diferencialmente expresados entre ambos tipos de macréfagos aislados ex vivo
(Figura 43). La expresion de EGLN3, CCR2, MMP12, IL-12B, INHBA, FCERI1A,
SLC2A1 e IL23A, caracteristicos de M@-GM, fue significativamente mayor en los
M@-AR que en los TAM. Por el contrario, la expresion de los genes caracteristicos
de M@-M (FOLR2, SERPINB2, IGF1, HTR2B y HMOX) fue menor en los M@-AR que
en los TAM (Figura 44A). En conjunto, los resultados anteriores demuestran que el
perfil de expresion génica de los M@-AR de LS muestra un perfil de polarizacion pro-

inflamatorio similar al perfil génico de los M@-GM.
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Figura 44. Caracterizacion transcriptdmica de M@-AR de liquido sinovial. A. Expresion relativa de ARNm de
los genes indicados en M@-GM (n=8), M@-M (n=6), células CD14" de ascitis tumoral (TAM, n=4), y células
CD14" de liquido sinovial de AR (M@-AR, n=9). Los resultados se muestran como expresion relativa, que indica
la deteccion de cada ARNm en cada muestra en relacion a la media de los niveles de expresion HPRT1, TBP y
RPLPO; se representa la media y la SD (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001). B. Expresion de ARNm de los genes
indicados en células CD14" del liquido sinovial de AR (M@-AR, n=9) respecto a las células CD14" de ascitis
tumoral (TAM; n=4). Los resultados se expresan en log. (*p<0.05, *p<0.01). C. Representacion de la agrupacion
jerarquica mediante el programa MEV de los datos que se muestran en (B), indicando los genes con mayor y
menor expresion comparando M@-AR respecto a TAMs.
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Expresion de marcadores de polarizacion en los macrofagos de

liguido sinovial y membrana sinovial de AR

Para fortalecer ain mas los resultados sobre la polarizacion pro-inflamatoria de los
M@-AR, se evaluo la expresion de las proteinas PHD3, CCR2 y MMP12 (asociadas
a la polarizacion de M@-GM) en los M@-AR de LS y en los macréfagos CD163" de
membrana sinovial control y de pacientes con AR activa. EI PHD3 (proteina
codificada por el gen EGLN3) se detectd expresada por macréfagos CD163 TNF-a”
aislados del liquido sinovial (Figura 45A). Los macréfagos CD163" localizados en el
“sublinning” de la membrana sinovial de AR expresaron PHD3 (Figura 45B, C). Por
el contrario, los macrofagos CD163" de la membrana sinovial control carecieron de
expresion de PHD3 (Figura 45B). En la misma linea que PHDS3, los M@-AR de LS
expresaron CCR2, y bajos niveles del marcador de los M@-M, FR-B (Figura 45A).
Los macréfagos CD163" de la membrana sinovial de AR expresaron CCR2, ausente
en membrana sinovial control (Figura 45B, C). Del mismo modo, la expresion de
MMP12, implicada en la remodelacién del tejido y en procesos inflamatorios como la
AR, solo se detecté en los macréfagos CD163" de la membrana sinovial de
pacientes con AR (Figura 45B, C). Como describimos en la Figura 3, los macréfagos
CD163" de la membrana sinovial de AR son TNF-a"CD209 (Figura 45D). Por otra
parte y tal y como esta descrito [110], se observd un aumento del nimero de los
macréfagos CD163" en la membrana sinovial de pacientes con AR activa en
comparaciéon con membrana sinovial de pacientes control (Figura 45F). La
cuantificaciéon de los marcadores descritos en macréfagos CD163" de sinovial
normal (control) y de AR revelé que los macréfagos CD163" de membrana sinovial
de AR expresan niveles significativamente mayores de PHD3, CCR2, MMP12 y
TNF-a (Figura 35E) que los macrofagos CD163" de sinovial sana, lo que apoya su

perfil de polarizacion pro-inflamatorio.
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Figura 45. Expresion de los marcadores asociados a M@-GM en los macréfagos de articulaciones de AR.
A. Deteccion de PHD3 y TNF-a por inmunofluorescencia y microscopia confocal en M@-AR de liquido sinovial de
pacientes con AR activa. Los nucleos se tifieron con DAPI. Los experimentos se realizaron en 8 muestras de
pacientes independientes, y se muestra uno representativo. Escala, 50 um. Deteccion de FR-B y CCR2 por
citometria de flujo en M@-AR de liquido sinovial de pacientes con AR activa. Se muestra el porcentaje de células
positivas y la media de intensidad de fluorescencia (entre paréntesis). Los histogramas con fondo gris marcan la
fluorescencia de las células en presencia de anticuerpos control. Los experimentos se realizaron en 3 muestras
de donantes independientes, y se muestra uno representativo. B. Deteccion de CD163, PHD3, CCR2 y MMP12
por inmunofluorescencia y microscopia confocal en membrana sinovial control (SINOVIA NORMAL, izquierda) y
membrana sinovial de pacientes con AR activa (SINOVIA CON AR, derecha). Los nucleos se tifieron con DAPI.
Los experimentos se realizaron en 6 muestras de donantes independientes, y se muestra uno representativo.
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Escala, 100 um. C. Aumento (20x) de las areas recuadradas en las membranas sinoviales con AR (B). D.
Deteccion de CD163 (rojo), CD209 (verde, izquierda) y TNF-a (verde, derecha) por inmunofluorescencia y
microscopia confocal en membrana sinovial control (SINOVIA NORMAL, izquierda) y membrana sinovial de
pacientes con AR activa (SINOVIA CON AR, derecha). Los nlcleos se tifieron con DAPI. Los experimentos se
realizaron en 6 muestras de donantes independientes, y se muestra uno representativo. Escala, 100 um. E.
Cuantificacion de la media de intensidad de fluorescencia (unidades arbitrarias, u.a.) de PHD3, CCR2, MMP12,
TNF-a y CD209 en macréfago CD163". Se cuantificaron entre 150 y 350 macréfagos, y se muestra la media *
S.E.M. de 3 donantes independientes (>9 campos/donante). Se consideran células positivas aquellas que
presentaron valores superiores a 25 u.a. (***p<0.001). F. Cuantificacion del nimero de células CD163" en
membrana sinovial sana y con AR activa.

El liguido sinovial de AR promueve la polarizacion pro-inflamatoria

de los monocitos y los macrofagos

La polarizacion de los macréfagos viene determinada por los estimulos presentes en
el medio extracelular [9]. Para determinar si el liquido sinovial tiene capacidad de
polarizacion, los monocitos y los M@-M de donantes sanos se expusieron al liquido
sinovial de distintos pacientes de AR durante 72 horas y se analizé la expresion de
marcadores de polarizacién. La exposicion a liquido sinovial durante 72 horas
promoviéo un aumento significativo de la produccion de activina A (Figura 46A),
MMP12 (Figura 46C) y de la expresion de PHD3 (Figura 46B) en los monocitos. De
manera similar a los monocitos, los M@-M aumentaron significativamente la
produccioén de activina A (Figura 47D) y de la expresion de PHD3 (Figura 46E) tras
la exposicion a liquido sinovial. Activina A y TGF-B senalizan fosforilando Smad2
[48]. Se determiné el grado de activacion de Smad2 en los monocitos y los M@-M
expuestos a LS. Los resultados de la Figura 46 muestran un aumento de la
fosforilacion de Smad2 en los monocitos y los M@-M expuestos a liquido sinovial de
AR (Figura 46B, E). En presencia de un anticuerpo neutralizante contra anti-activina
A o anti-TGF-B se redujo significativamente el grado de fosforilacion de Smad2
(Figura 46F). Estos resultados nos permiten concluir que el liquido sinovial presenta
capacidad de polarizacion pro-inflamatoria, debido a que promueve la expresion de

activina A, PHD3 y MMP12 tanto en los monocitos como en los M@-M.
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Figura 46. El liqguido sinovial de AR contribuye a la adquisicién de marcadores asociados a M@-GM. A.
Deteccion de activina A por ELISA en monocitos sin tratar (-) 0 expuestos a liquido sinovial de pacientes con AR
durante 96 horas. Las células se lavaron y mantuvieron en medio de cultivo fresco durante las Ultimas 24 horas.
B. Deteccion de Smad2 y PHD3 por “Western blot” en monocitos sin tratar (-) o expuestos a liquido sinovial de
pacientes con AR durante 72 horas. Los niveles de proteina vinculina se determinaron como control de carga. C.
Deteccion de MMP12 por ELISA en monocitos sin tratar (-) o expuestos a liquido sinovial de pacientes con AR
durante 96 horas. Las células se lavaron y mantuvieron en medio de cultivo fresco durante las Ultimas 24 horas.
D. Deteccion de activina A por ELISA en M@-M sin tratar (-) o expuestos a liquidos sinovial de pacientes con AR
durante 96 horas. Las células se lavaron y mantuvieron en medio de cultivo fresco durante las Ultimas 24 horas.
E. Deteccion de Smad2 y PHD3 por “Western blot” en MJ-M sin tratar o expuestos a liquido sinovial de
pacientes con AR durante 72 horas. Los niveles de proteina vinculina se determinaron como control de carga. F.
Deteccion de Smad2 por “Western blot” en M@-M expuestos a liquido sinovial de pacientes con AR en presencia
de anticuerpo neutralizante anti-activina A (aActA), anticuerpo neutralizante anti-TGF-f1 (aTGF-B1) o un
anticuerpo isotipo especifico (IgG1). Los niveles de proteina GAPDH se determinaron como control de carga. El
experimento se realiz6 en 3 donantes independientes y se muestra uno representativo. Los niveles relativos de
Smad2 fosforilado se determinaron mediante un analisis de densitometria y se normalizé respecto a los niveles
de GAPDH (derecha). Se indica la media y la SD de 3 experimentos independientes (*p <0.05).

La activina A de liquido sinovial de AR media la capacidad de

polarizacion de los monocitos y macrofagos

Como se ha descrito previamente (ver pagina 64), la activina A pertenece a la
superfamilia del TGF-B, se produce tras la activacién de los macréfagos y juega un
papel importante en las primeras fases de los procesos inflamatorios [49]. La activina
A promueve la adquisicion de marcadores de polarizacion de los M@-GM (CCR2,
EGLN3, CCL17) y previene de la adquisicion de marcadores caracteristicos de los
M@-M (FOLR2, IL10, IGF1, SERPINB2) in vitro [48]. Considerando estos datos, se
hipotetizé que la activina A del liquido sinovial podria contribuir al estado de
polarizacion de los M@-AR [155]. Para demostrar esta hipétesis, se analizd la
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concentracion de activina A en 44 liquidos sinoviales de AR independientes. Todos
ellos presentaron altos niveles de activina A (rango entre 3 y 35 ng/ml), mientras que
los niveles de TGF-B1 se encontraron en un rango entre 0 (indetectable) y 3 ng/ml
(Figura 47A). De acuerdo con la presencia de activina A y TGF-B1 en liquido
sinovial, los M@-AR aislados del liquido sinovial mostraron altos niveles de Smad2
fosforilado (Figura 47B). También se determiné la presencia de otras citoquinas que
contribuyen a la patogenia de la AR (IL-6, GM-CSF, M-CSF, TNF-a) en el liquido
sinovial de AR. Los niveles de GM-CSF, M-CSF y IL-6 detectados fueron altamente
variables y en algunas muestras no superaron el limite detectable del ELISA (Figura
47A). Las citoquinas pro-inflamatorias IL-23 y TNF-a no se detectaron en ninguno de
los liquidos sinoviales de AR analizados. Una vez determinado el rango de expresion
de activina A en el liquido sinovial de AR, se analiz6 su contribucién a la capacidad
de polarizacion de monocitos y macrofagos. Los monocitos y M@-M de donantes
sanos se expusieron al liquido sinovial de AR en presencia de un anticuerpo
neutralizante anti-activina A. El bloqueo de activina A del LS redujo
significativamente el aumento de expresion de marcadores de polarizacién pro-
inflamatorios (MMP12, CCR2, CCL17) e increment6 la expresion de marcadores
anti-inflamatorios (FOLR2, IGF1l, SERPINB2, SLC40Al) en los monocitos Yy
macrofagos (Figura 47C, D). Estos resultados indican que la activina A del liquido

sinovial contribuye a la capacidad de polarizacion de los MJ-AR.
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Figura 47. La activina A contribuye al estado de polarizacion de M@-AR. A. Deteccion de activina A, TGF-
B1, IL-6, GM-CSF y M-CSF por ELISA en liguido sinovial de pacientes con AR (n=44 para activina Ay TGF-f1y
n=22 para IL-6, GM-CSF y M-CSF; n.r., no realizado). B. Deteccion de Smad2 por “Western blot” en células
CD14" aisladas del liquido sinovial de pacientes con AR. Los niveles de proteina GAPDH se determinaron como
control de carga. C y D. Deteccion de los marcadores asociados a M@-GM y M@-M en monocitos (C) y M@-M
(D) expuestos a liquido sinovial de pacientes con AR en presencia de anticuerpo neutralizante de activina A (anti-
Activina A) o un anticuerpo control de isotipo (IgG1), determinado por gRT-PCR. Cada determinacion se realizd
por triplicado. Se muestra la media y SD de cuatro (C) o nueve (D) experimentos independientes (* p<0.05,
**n<0.01). Los valores en presencia de IgG1 se asignaron el valor arbitrario de 1.

Al disponer de la informacion clinica de los pacientes de AR, se analizo6 si existia una
correlacion entre el nivel de activina A del LS y el estado de la enfermedad
(actividad, medida por DAS28 y duracién de la enfermedad) y se comparoé el nivel de
activina A del LS del paciente con el tratamiento (DMARD, terapias biologicas, solo
MTX). Los niveles de activina A no correlacionaron con el DAS28 o con la duracion
de la enfermedad (Figura 48A), tal y como estaba descrito [155]. Respecto a la
comparacion con el tratamiento, la concentracion de activina A fue significativamente
mayor en pacientes tratados con anti-CD20 que en pacientes tratados con MTX solo,
DMARD (MTX, leflunomida, sales de oro) o anti-TNF-a.
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Figura 48. Correlacion entre la actividad de la enfermedad y nivel de activina A del liquido sinovial. A.
Correlacion entre los niveles de activina A y la actividad de la enfermedad (DAS28, n=18) o la duracién de la
enfermedad de AR (duracién, n=33) determinado mediante el test Spearman’s. B. Comparacion de los niveles de
activina A detectado en los liquidos sinoviales en pacientes tratados con DMARDs (metotrexato, leflunomida,
sales de oro, n=17), biolégicos (anti-TNF-a o anti-CD20), solo con metotrexato (MTX, n=9), anti-TNF-a (n=9) o
anti-CD20 (n=6). Los datos se analizaron usando el test de Mann Whitney. Se indica la media y SD de cada
grupo (*p<0.05; **p<0.01).

Fuente celular de la activina A en la membrana sinovial de AR

Por ultimo, se determind la fuente celular de la activina A en las articulaciones con
AR. El andlisis de inmunofluorescencia detectd la expresion de activina A en los
macréfagos (co-expresion con CD163%), en las células endoteliales (co-expresion
con CD31%) y en los fibroblastos posicionados en el “lining” (co-expresion con FAP™)
y en el “sublining” (co-expresion con CD90*/FAP") de la membrana sinovial de
paciente con AR activa. Por el contrario, no se detectd expresion de activina A en

membrana sinovial control (Figura 49A, B).
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Figura 50. Expresion de activina A en la membrana sinovial de articulaciones con AR y articulaciones
control. A. Deteccion de INHBA (verde), CD163 (rojo, izquierda), CD90 (rojo, centro izquierda), CD31 (rojo,
centro derecha) y FAP (rojo, derecha) por inmunofluorescencia y microscopia confocal en membrana sinovial de
pacientes con AR activa (arriba) y normal (abajo). En el panel central, se muestra una amplificacion 20x de las
zonas recuadradas en el panel superior. Los ndcleos se tifieron con DAPI. Escala, 100 um. B. Cuantificacion de
la media de intensidad de fluorescencia (unidades arbitrarias, u.a.) de INHBA® en macréfagos CD163",
fibroblastos CD90", células endoteliales CD31" y fibroblastos activados FAP* de membrana sinovial de AR
activa. Se cuantificaron entre 150 y 300 macréfagos y se muestra la media + S.E.M. (3 donantes independientes,
>9 campos/donante elegidos al azar). Se consideran células positivas aquellas que presentaron valores
superiores a 25 u.a. (***p<0.001).

En su conjunto, estos resultados muestran que la activina A presente en el liquido
sinovial de articulaciones de AR aumenta la expresion de marcadores caracteristicos
de la polarizacion GM-CSF dependientes, inhibe la expresion los marcadores M-CSF
dependientes en los monocitos y los macréfagos, lo que apoya su implicacion en el
estado de polarizacion pro-inflamatorio de los macréfagos de AR.
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Transportadores de folato en la polarizacién de los macréfagos

El metabolismo intrinseco es uno de los parametros que determinan la polarizacion
de los macréfagos y la adquisicion de funciones efectoras [38]. EI 5-MTHF, forma
reducida y biolégicamente activa del acido folico (vitamina B9), funciona como un
cofactor en numerosas reacciones metabdlicas, incluyendo la biosintesis de
nucleodtidos, la remetilacion de la homocisteina y procesos de metilacion [52]. En la
primera parte de resultados de la tesis demostramos que el 5-MTHF puede
internalizarse a través de tres transportadores de folato en los macréfagos (RFC,
FR-B y PCFT) que difieren en afinidad y dependencia de pH: RFC se expresa
principalmente en los macréfagos pro-inflamatorios humanos in vivo e in vitro; FR-
y PCFT se co-expresan en los macréfagos polarizados a fenotipo M2 o M@-M y
macrofagos residentes en tejidos implicados en la absorcion y el transito de folatos
(placenta, colon, higado) (Figura 51). También demostramos que la activina A es un
factor critico que determina la expresion de los transportadores de folato RFC y FR-f3
en los macréfagos [48]. La expresion diferencial de transportadores de folato en los
macrofagos en distintos estados de polarizacion es especialmente relevante ya que
determinara la mayor o menor capacidad de internalizar THF. Pero, ademas, es
importante por el posible uso de conjugados de folato (FR-B-especifico) y de
farmacos anti-folato (metotrexato, pemetrexed, RFC-especifico) como diana
selectiva y terapéutica de los macréfagos humanos en patologias como el cancer o
la AR [165,166].

*

Folato

Folato

Figura 51. Expresion de transportadores de folato en polarizacién de los macrofagos.
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Hemos demostrado que la expresion de transportadores de folato es polarizacion
dependiente, lo que sugiere que los macrofagos juegan un papel importante en la
disponibilidad de folatos en condiciones fisiol6gicas y patoldgicas. Esta actividad se
asemeja a la contribucion que tienen los macrofagos en el reciclaje del hierro. Los
macrofagos son células con alta capacidad “scavenging” y una de sus funciones
principales es contribuir a la homeostasis del hierro mediante la ingesta y
degradacion de eritrocitos senescentes o dafiados y el reciclaje del hierro de la
hemoglobina y de las enzimas que contienen hierro [41]. Desde este punto de vista,
el manejo del folato se asemeja al manejo del hierro ya que tanto el folato como el
hierro son nutrientes esenciales, son altamente demandados durante el embarazo y
su deficiencia causa anemia [167]. De hecho, el transportador de folato PCFT
también funciona como transportador de hemina [41,168] y de ahi deriva su otro
nombre HCP-1 (haem carrier protein 1). Sin embargo, mientras que los macrofagos
M@-M retienen poco y exportan mucho hierro (posiblemente para facilitar la
proliferacion de otras células), los M@-M retienen mas folato. Y esta afirmacion la
hemos demostrado con los siguientes experimentos: 1) los macréfagos del colon y la
placenta (FR-B*/PCFT") acumulan THF (Figura 15) y 2) no detectamos marcaje de
THF en los macréfagos pro-inflamatorios como los que se encuentran en colitis
ulcerosa (Figura 15). Ademas, los macréfagos pro-inflamatorios M@-GM tienen
menor capacidad de internalizar THF y expresan significativamente mayor nivel de
los transportadores que exportan folatos ABCC3, ABCG2 y RFC [60], que también
median la salida de folatos de la célula [53], lo que sugiere que los macréfagos pro-
inflamatorios M@-GM mantienen una mayor concentracion extracelular de folatos

que podria contribuir a la proliferacion de linfocitos durante la respuesta inmune.

Previamente se ha descrito la expresion de FR-B en los macrofagos diferenciados in
vitro con M-CSF, los macrofagos asociados a tumor (TAM) [47] y su regulacion por
citoquinas de tipo M2 como M-CSF, IL-10 e IL-6 [47]. En los resultados de esta tesis,
demostramos que FR-B se expresa también en los macréfagos CD163" residentes
en tejidos sanos y esta ausente en los macréfagos aislados del liquido sinovial de

+++

pacientes con AR activa, que presentan un perfil FR-B’PCFT 'RFC™™" compatible con
un perfil de polarizacion de los macrofagos M1. Sin embargo, hemos detectado la

expresion de FR-B en los macrofagos CD163" en tejidos en condiciones
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inflamatorias, como la colitis ulcerosa y la membrana sinovial de pacientes con AR
activa. Una posible explicacion de esta aparente discrepancia seria el hecho de que
la expresion de FR-B es muy dependiente de M-CSF y los niveles de M-CSF son
constitutivos en homeostasis pero también aumentan durante la inflamacion y la
respuesta a infecciones [47,107,110]. Segun esta explicacion, FR-B detectaria los
macrofagos reclutados a los focos inflamatorios e identificaria los macréfagos en

medios inflamatorios ricos en M-CSF.

FR-B y PCFT unen folatos con alta afinidad pero con distinto pH [53]. Previamente
se ha explorado el papel de PCFT durante la internalizacion de folato en células
HelLa (que expresan FR-a [75]). En estos estudios se ha demostrado que PCFT se
co-expresa con FR-a en endosomas y que la funciéon de PCFT es exportar folatos de
endosomas acidificados al citoplasma [75]. Este mecanismo podria operar también
en los macrofagos anti-inflamatorios M@-M, ya que observamos colocalizacion de
PCFT y FR-B en un compartimento perinuclear (Figura 17) similar al observado en
células HeLa y en células Miiller de la retina (FR-a*/ PCFT") [169]. Estos resultados
sugieren también que las funciones de los macréfagos podrian verse alteradas en
pacientes con malabsorcion hereditaria de folato (HFM) [68], que tienen mutaciones
de pérdida de funcién en el gen SLC46A1 (PCFT). Por otro lado, el papel fisiol6gico
del FR-B todavia es desconocido, ya que el raton FR-B” tiene un fenotipo
aparentemente normal, y la Unica anomalia detectada es el incremento de la
susceptibilidad de manifestar defectos en el desarrollo del tubo neural inducidos por
arseénico [62,170].

Los macrofagos estan involucrados en el inicio y la progresion de numerosas
enfermedades con componente inflamatorio, incluyendo el cancer, la obesidad y la
AR [131]. Los tumores estan infiltrados por los TAM que promueven la progresion
tumoral estimulando angiogénesis y la migracién de células tumorales. En AR, el
numero de macréfagos en el “sublining” de la membrana sinovial es un biomarcador
de enfermedad y de respuesta terapéutica [108]. Por esta razon, el desarrollo de
terapias anti-macrofago es un area de investigacion muy activa (por ejemplo,
anticuerpos contra CCL2, M-CSF o GM-CSF). En este sentido, los macrofagos de
AR vy los TAMs expresan FR-B funcional [47,166], y nuestros resultados sugieren

que los conjugados de folato (con especificidad exclusiva por FR-B) podrian
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utilizarse en terapia como diana de los TAMs o los macréfagos en AR. Sin embargo,
la expresion de FR-B no es exclusiva de macréfagos en estos estados patolégicos
(cancer, AR) y el uso de conjugados de folato podria afectar a los macréfagos

residentes de tejido con alta expresion de FR- (por ejemplo las células de Kupffer).

Selectividad de MTX por los macrofagos pro-inflamatorios

humanos

En la segunda parte de resultados de la tesis, hemos identificado el perfil de
expresion génica controlado por MTX en los macréfagos humanos pro-inflamatorios
y anti-inflamatorios mediante “microarrays”, lo que ha permitido identificar
genes/proteinas regulados por MTX en los macréfagos in vitro (CCL20, LIF, que
denominaremos genes de respuesta a MTX). Ademas, hemos demostrado que las
células mieloides humanas exhiben una respuesta a MTX célulo- y diferenciacién-
dependiente que se correlaciona con los niveles de expresion de la enzima timidilato
sintasa (TS). Concretamente, los macréfagos pro-inflamatorios M@-GM TS* son
susceptibles a MTX, mientras que los monocitos (TS) y los macréfagos anti-
inflamatorios M@-M (TSP™°) son refractarios a MTX (Figura 52A). También
demostramos que la respuesta a MTX en los macrofagos humanos polarizados por
GM-CSF se puede modificar alterando la expresion o funcion de TS por 1) timidina
exdgena, que sobrepasa el bloqgueo metabdlico de TS por MTX; 2) los antifolatos
pemetrexed (PMX) y raltitrexed (ZD1694), cuya diana especifica es la enzima TS y
3) el silenciamiento de la TS mediante siARN. Todos estos resultados demuestran
que la expresion de TS determina la respuesta a MTX en los macrofagos.
Finalmente, demostramos que la actividad de p53 contribuye a la respuesta TS-
dependiente de MTX en los macréfagos. En su conjunto, nuestros resultados
sugieren la implicacion de un eje TS-p53 en la respuesta a MTX en los macréfagos
pro-inflamatorios y en la respuesta diferencial a MTX por parte de los monocitos y

los macrofagos (Figura 52B).
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Monocitos
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Figura 52. Representacion gréfica de la base molecular de la respuesta a MTX en los M@-GM. A.
Correlacion entre la respuesta a MTX y la expresion de la TS en monocitos, macréfagos pro-inflamatorios (MJ-
GM) y anti-inflamatorios (M@-M). B. Modelo propuesto de la respuesta inducida por MTX en M@-GM. El MTX (y
otros antifolatos, PMX o0 ZD1694) entra en M@J-GM a través del SLC19A1, se poliglutamila (MTX-Pgl) e inhibe la
enzima TS. La inhibicién de la TS disminuye el “pool” de dTMP, lo que conduce a la activacién del p53 y de los
genes de respuesta a p53, CCL20 y LIF. Se muestra el posible papel de LIF en la induccién de Treg y la
polarizacion de M@-M.

Previamente se ha estudiado el efecto de las drogas con caracter anti-proliferativo
que se utilizan en quimioterapia en las células mielomonociticas [171,172,173,174].
Un ejemplo reciente es la trabectedina, droga anticancerigena usada en el
tratamiento de segunda linea en los pacientes con sarcoma de partes blandas y con
carcinoma de ovario [172]. La trabectedina bloquea la proliferacién de las células
tumorales porque interacciona con el ADN. La trabectedina también induce
especificamente la muerte celular en los monocitos y los macréfagos asociados a
tumor (TAM) [172]. Del mismo modo que la trabectedina, el MTX es una droga anti-
proliferativa que inhibe la proliferacion de las células con alta tasa proliferativa como
las células tumorales (DHFRY) y, como indican nuestros resultados, tiene
selectividad por los macréfagos pro-inflamatorios con un perfil GM-CSF dependiente
que expresan TS [156]. En este contexto tal y como demostramos en esta tesis, el
GM-CSF contribuye a la adquisicion del perfil de la expresion génica y de
polarizacion de los macrofagos en artritis reumatoide [16,133], patologia en la que el
uso del MTX ha mostrado un profundo beneficio clinico [151]. Nuestro trabajo
demuestra que el MTX tiene una especificidad selectiva por los macréfagos de la
membrana sinovial de AR, que tienen un perfil de polarizacion GM-CSF dependiente
y no por los macréfagos de la membrana sinovial sana, con un perfil de los

macrofagos M2.
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En linea con nuestros resultados, muchos grupos de investigacion han explorado los
polimorfismos genéticos que afectan al gen de la timidilato sintasa (TYMS) en
pacientes con AR activa en tratamiento con MTX [175,176]. En el gen TYMS se han
identificado diferentes polimorfismos que afectan a su expresion y su funcion. La
region 5UTR del gen TYMS contiene una repeticion variable en tandem con
repeticiones dobles (2R) o triples (3R) de 28 pares de bases (pb) (Figura 53).
Estudios in vitro e in vivo demuestran que la presencia de la secuencia 3R versus 2R
aumenta la transcripcion y la expresién de TYMS (2.6 veces mas en 3R que 2R
[177]), lo que conduce a una disminucién en la eficacia del MTX [178,179]. Los
pacientes con el alelo 3R requieren mayores dosis de MTX que los de 2R, que
tienen una mejor respuesta [178,180]. En la region 3'UTR del gen se ha descrito otro
polimorfismo que consiste en una delecion de 6 pb (TTAAAG) en la posicion 1496
(Figura 53) y que se asocia a una disminucion en la estabilidad y la expresion del
ARNm, lo que conduce a mayor eficacia del MTX en pacientes con este
polimorfismo [178,181,182,183]. Sin embargo, los estudios de Ghodke y sus
colaboradores no mostraron una asociacion estadisticamente significativa por
cualquier alelo en relaciéon a la eficacia o la toxicidad a MTX [184]. Otros autores
describen que la delecion en el 3’UTR de 6 pb también origina menor respuesta al
tratamiento con MTX en pacientes con artritis reumatoide y psoriasis [176]. La
discrepancia de estos datos encontrados en la literatura indica que la relacion entre
los polimorfismos de TYMS y la respuesta clinica a MTX necesita clarificarse
[175,176,178].

I Figura 53. Regulacion
de la transcripcién

del gen timidilato

sintasa por
ADN P /\ /\ FAN | /\\/ polimorfismos en la

zona 5UTR y 3UTR.
Exones I 2 I 4 . 1 6 I Se muestra la
disposicion de los

exones 'y regiones
UTR, detallando Ia

Transcripcion transcripcion del gen a

ARN de los
polimorfismos descritos
de la region 5UTR

(repeticion de 28 pb) y
JUTR (insercién o

delecion de 6 pb).
ARN l.lW . Modificado de [181].

5°UTR Secuencia codificante de ARNm del TS~ 5 UTR
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La enzima TS cataliza la metilacion reductiva de deoxiuridina monofosfato (dUMP) a
deoxitimidina monofosfato (dTMP) utilizando 5,10-metilen-THF como donador del
grupo metilo (Figura 54). EI dTMP se fosforila a deoxitimidina trifosfato (dTTP),
nucleotido precursor para la replicacion y la reparacion del ADN. La TS representa la
Unica fuente intracelular de dTMP de novo, por lo que la inhibiciébn de esta enzima
disminuye la produccion de dTMP, genera deficiencia de timidilato y una pérdida del
balance en el “pool” de nucledtidos, lo que inhibe la replicacién y la reparacion

celular y disminuye el crecimiento celular [185].
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Figura 54. Biosintesis de timidilato de novo. La Timidilato Sintasa (TS) cataliza la conversién de dUMP a
dTMP, usando 5,10-CH, THF como donador de un grupo metilo. dTMP se fosforila a dTTP via dTDP. La TS
tiene sitio de unidn para el nucleétido (dUMP) y el folato (5,10-CH2-THF), lo que confiere la oportunidad de inhibir
la TS a través de dos clases distintas de drogas: analogos de pirimidina (fluoropirimidinas) y analogos del folato
(antifolatos) que inhiben la sintesis de dTTP y la sintesis y reparacion del ADN (requerida por células tumorales
para la proliferacion celular y la supervivencia). Abreviaturas: 5,10-CH,THF, 5,10-metilentetrahidrofolato; 5-metil
THF, 5-metiltetrahidrofolato; DHF, dihidrofolato; DHFR, dihidrofolato reductasa; dTDP, deoxitimidina difosfato;
dTMP, deoxitimidina monofosfato; dTTP, deoxitimidina fosfato; dUMP, deoxiuridina monofosfato; MTHFR,
metilenotetrahidrofolato reductasa; SHMT1, serina hidroximetil transferasa; THF, tetrahidrofolato. Modificado de
[185].

En este contexto es bien conocido el papel crucial que juega la TS en la proliferacion
y la supervivencia de las células tumorales, ya que se encuentra sobreexpresada en
numerosos tumores y se ha demostrado que exhibe una actividad oncogénica
cuando se sobreexpresa en las células de mamifero [177,185]. Por todo ello, la TS
representa una diana en quimioterapia contra el cancer (especialmente en cancer
colorectal) con agentes como el 5-fluorouracilo (5-FU) y con antifolatos como el
pemetrexed. Ademas de su papel enzimatico, la TS funciona como una proteina que
une ARN (“RNA binding protein”) e inhibe su propia sintesis bloqueando la
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traduccion del ARNm de la TS [186,187], en un mecanismo de autoregulacion
negativa. Este mismo mecanismo de regulacién traduccional se ha descrito en otros
ARNmM. La TS regula la traduccién de myc y p53 [185]. La unién de TS al ARNm de
p53 disminuye su traduccion. Por otro lado, p53 inhibe la transcripcion de TS de
raton [186]. En los macrofagos pro-inflamatorios también observamos una relacion
entre TS y p53. La respuesta a MTX en los macréfagos pro-inflamatorios humanos
esta parcialmente mediada por p53, porque el inhibidor de p53 (pifitrina a) limitan el
aumento de la expresion de los genes en respuesta a MTX como CCL20, LIF, MET y
GDF15, genes diana de p53 [158]. Basandonos en estos resultados, especulamos
gue las mutaciones del gen p53 pueden generar resistencia a MTX en pacientes con
AR, un fendmeno ya establecido en tumores [150]. El p53 juega un papel esencial
en la preservacion de la integridad del genoma y del mantenimiento de la regulacion
del ciclo celular y en la respuesta celular al dafio en el ADN (por ejemplo con
radiacion UV) [187]. En el contexto de la AR, se han descrito mutaciones somaticas
en p53, localizadas en la zona del “lining” pero no en la zona del “sublining”,
caracteristicas de dafio en el ADN y de estrés oxidativo [188]. Algunas de estas
mutaciones actlan como dominante negativo y pueden inhibir la funcién de p53
“‘wild-type” [188]. Actualmente, se desconocen las razones por la falta de respuesta
clinica a MTX en algunos pacientes con AR [150]. En base a nuestros resultados,
podemos especular que la determinacion de la actividad/expresién de p53 o los
genes de respuesta a MTX (CCL20, LIF, MET, GDF15) podrian servir como
marcadores predictivos de la respuesta clinica a MTX en pacientes con AR, una
herramienta que actualmente no existe a pesar de que el MTX es el farmaco de
primera elecciéon en el manejo de la AR [85,151,189,190,191,192,193]. En este
sentido, la comparacioén de los perfiles de expresién génica de PBMCs de pacientes
con AR sin tratar y tratados con MTX (GSE35455) y nuestros resultados
(GSE64531) muestran coincidencias en algunos genes. En el perfil GSE35455, los
pacientes con AR activa tratados con MTX (8 mg/semana durante 24 semanas)
muestran un aumento de LIF, CCL4, MMP10, MET, MMP1 y OSM respecto a
pacientes con AR sin tratar, genes cuya expresion también aumenta en los M@-GM
tratados con MTX. En la actualidad, se esta evaluando la expresion de LIF en liquido
sinovial y suero de pacientes tratados con MTX para estudiar su valor predictivo de
la respuesta a MTX en pacientes con AR. La comparacion con otros perfiles de

expresion génica de pacientes de artritis juvenil idiopatica tratados con MTX
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(GSE41831 y GSE23687) no muestran cambios de los genes de respuesta a MTX
que hemos descrito en los M@-GM [194].

En la tesis, también demostramos que el LIF y CCL20 son nuevos marcadores de
respuesta a MTX en los macrofagos pro-inflamatorios humanos. La citoquina LIF
pertenece a la familia IL-6 y tiene funciones pleiotrépicas: actia como estimulo para
la formacion de plaquetas y hueso, es esencial para la implantacion del blastocisto,
promueve la generacion de células T reguladoras (en oposicion a IL-6) (Figura 55)
[154,195,196] e inhibe la diferenciacién de células Th17 (Figura 55) [197]. LIF se
encuentra constitutivamente expresado en el epitelio del utero y de la via aérea
[196], tejidos donde los macrofagos son inmunosupresores y contribuyen al
mantenimiento de tolerancia local [25,198]. Recientemente, Duluc y sus
colaboradores han demostrado el caracter anti-inflamatorio de LIF en los monocitos
y los macréfagos en el contexto del cancer de ovario. LIF e IL-6 derivado de ascitis
tumorales promueven la polarizacion de los macrofagos M2 en los monocitos de
manera M-CSF dependiente [199]. En linea con el caracter anti-inflamatorio de LIF,
el sobrenadante de los M@-GM expuestos a MTX (LIF") promueve la expresion de
los marcadores M@-M en monocitos de sangre periférica (Figura 55) (datos no
mostrados). El MTX es una droga con una potencia excepcional para el tratamiento
de las articulaciones inflamadas, sin embargo el mecanismo exacto por el que ejerce
su accién anti-inflamatoria se desconoce. En relacién con el papel inmunoregulador
de LIF, se podria hipotetizar que el LIF generado en respuesta a MTX podria
promover polarizacion a M@-M en los monocitos sinoviales, un fenotipo que se
correlaciona con el que se encuentra en la membrana sinovial sana.

Th17 Figura 55. Papel
de LIF secretado

R por los
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La mayoria de los efectos adversos de las dosis comunmente utilizadas de MTX en
enfermedades reumaticas (afectaciones gastrointestinales, mucocutaneas ©
neurolégicas) no tienen carécter grave. Los efectos adversos mas relevantes del
tratamiento con MTX son la toxicidad pulmonar, hepatica y hematoldgica. Aunque
algunos de estos efectos son dosis-dependiente y pueden prevenirse mediante
tratamiento con folatos, éstos no previenen la toxicidad pulmonar y hepatica [200].
Respecto a la toxicidad en el higado, el MTX induce fibrosis hepética, si bien la
progresion de fibrosis a cirrosis es rara incluso después de dosis acumuladas del
MTX superiores a 5 gramos [201,202]. La hepatotoxicidad de MTX se reduce al
utilizar dosis bajas y pautas de administracion semanal del farmaco. De forma
global, se puede concluir, por tanto, que los mecanismos que subyacen a la fibrosis
hepatica inducida por MTX se desconocen. El hecho de que la “firma génica” de los
macrofagos tratados con MTX obtenida en los “microarrays” indique un incremento
significativo en la expresion de los genes implicados en la fibrosis hepética y en la
activacion de las células estrelladas (Figura 29), y de que el MTX tenga como diana
selectiva los macréfagos polarizados con GM-CSF como los que se encuentran en
pulmén [203,204], nos permite hipotetizar que la hepatotoxicidad y/o toxicidad
pulmonar promovida por el MTX es macréfago-dependiente, hipétesis que se esta

estudiando actualmente.

Polarizacién de los macrofagos en artritis reumatoide

En la dltima parte de los resultados examinamos el estado de polarizacion de los
macrofagos en AR. La determinacion del estado de polarizacién de los macréfagos
en condiciones fisioldgicas y patoldgicas esta proporcionando informacion relevante
para el desarrollo potencial de terapias anti-inflamatorias [2,205]. En el caso de la
AR, el estado de polarizacion exacto de los macrofagos de AR no habia sido
resuelto [135,144]. La predominancia de los macrofagos pro-inflamatorios en las
articulaciones de AR podria venir inferida por los estudios que muestran el alto nivel
de citoquinas pro-inflamatorias en la capa intima o “lining” en las articulaciones de
pacientes con AR comparando con espondiloartritis [144,147]. Nosotros
profundizamos este estudio y demostramos que los macréfagos CD14" del liquido

sinovial y de la membrana sinovial de pacientes con AR muestran un perfil
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transcriptdbmico y proteico compatible con la polarizacion de los macrofagos GM-
CSF-dependiente. Ademas, demostramos que el liquido sinovial de AR contiene
activina A, que contribuye significativamente a la polarizacion de los macréfagos en

articulaciones de AR.

Hemos comparado el perfil transcripcional de las células CD14" aisladas del liquido
sinovial de AR y del liquido ascitico derivado de tumor (TAM). En linea con
resultados previos, la firma génica de las células CD14" de tumores asciticos revela
un perfil de polarizacién similar a los macréfagos polarizados por M-CSF [164]. Por
el contrario, las células CD14" aisladas del liquido sinovial de AR muestran mayor
proximidad con los genes implicados en la polarizacion de los macréfagos M@-GM
en el analisis de la agrupacion jerarquica no supervisada y una alta expresion de
marcadores que caracterizan polarizacion GM-CSF dependiente, incluyendo CCR2,
MMP12, EGLN3 e INHBA [48,49]. Las células dendriticas también se localizan en el
liquido y en la membrana sinovial de AR y contribuyen a la patogénesis de la
enfermedad. Una de las dudas que planteada en la caracterizacion de los
macrofagos CD14" del liquido sinovial era si estas células podrian ser células
dendriticas. El trabajo de Segura y sus colaboradores muestra que las células
CD14" del liquido sinovial de AR son principalmente los macrofagos con una menor
contribucion de las células dendriticas inflamatorias (15%), que poseen la capacidad
exclusiva de producir IL-23 tras la estimulacién [206]. En nuestros experimentos no
detectamos IL-23 en el liquido sinovial de AR, lo que apoya el hecho de que las
células CD14" aislados ex vivo del liquido sinovial de AR sean los macrofagos, y
sugiere que la modulacion de la polarizacién de los macréfagos representa una

estrategia terapéutica en AR.

El perfil transcripcional de los macréfagos CD14" de liquido sinovial de AR se valida
a nivel de proteina en los macréfagos de articulaciones de pacientes con AR activa,
incluyendo la activina A (codificada por INHBA), la prolil hidroxilasa PHD3
(codificada por EGLN3), la quimioquina CCR2 y la metaloproteasa MMP12. Otros
autores han descrito la expresion de MMP12 y CCR2 en los macréfagos sinoviales
de AR. Los niveles de MMP12 se han asociado con un incremento de los
macréfagos y con la severidad de las lesiones, y se han correlacionado con la

patogénesis y con la progresion de la enfermedad [207]. Respecto a la regulacion de
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la expresion, GM-CSF y MCP-1 son activadores [208,209], mientras que PPARy
inhibe MMP12 [210,211]. El MMP12 contribuye a la hiperplasia sinovial, la formacion
del “pannus” y la degeneracion del cartilago articular en la artritis inflamatoria en
conejos, por lo que la inhibicibn de MMP12 podria ser potencialmente terapéutica
para el tratamiento de la AR [207]. El CCR2 se expresa en los macrofagos en las
articulaciones de pacientes con AR y en modelos animales de AR [212,213]. La
expresion del PHD3 en los macrofagos de AR es novedosa y se correlaciona con su
reciente identificacion como marcador de M@-GM en tejidos bajo respuesta
inflamatoria (colitis ulcerosa) [49]. EI PHD3 es diana del factor inducible por hipoxia
(HIF-1a) [49,214], por lo que su expresion en los macrofagos de articulaciones de
AR es compatible con el ambiente hipoxico y la actividad neo-angiogénica,

normalmente encontrada en las articulaciones con AR activa (Figura 56) [215].

Liquido sinovial

Activina A

Activina A

@

Figura 56. Representacion de los marcadores de los macréfagos descritos en esta tesis en el liquido
sinovial (izquierda) y la membrana sinovial (derecha) de pacientes con AR determinado por qRT-PCR,
ELISA, citometria de flujo, inmunofluorescencia y “Western blot”.
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Nuestros resultados también indican que la activina A, miembro de la familia del
TGF-B que sefializa por la via canonica a través de Smad2/3 y que esta codificada
por el gen INHBA, media en parte la capacidad de polarizacion de los macréfagos
del liquido sinovial de AR [48,216,217]. Los resultados relacionan la AR con otras
enfermedades inflamatorias en las que la activina A aparece elevada en los estadios
tempranos de la enfermedad [155], como en pacientes con septicemia [218] o en
modelos animales de inflamacién inducida por LPS [219]. Ademas, nuestros
hallazgos constatan la importancia de los macréfagos en la etiopatogenia de la AR
porque los macréfagos del liquido sinovial expresan altos niveles de ARNm de
INHBA y porque los niveles de activina A son mayores en la membrana sinovial de
pacientes con AR activa que en pacientes control [220,221]. Por ello, la activina A no
deberia ser considerada solo como un marcador de polarizacion de los macréfagos
en AR sino también deberia considerarse una diana terapéutica. Esta sugerencia se
ha establecido para otras enfermedades inflamatorias (enfermedades pulmonares,
como el sindrome de distrés respiratorio, la obstruccién pulmonar crénica, fibrosis
quistica y el asma; inflamacion y fibrosis hepatica, riidn y pancreas; la cicatrizacion;
enfermedades inflamatorias crénicas como la enfermedad inflamatoria intestinal
(como el Crohn) y la pre-eclamsia) [216] e incluso para AR [155]. A pesar de que los
niveles de activina A no correlacionan con el DAS28 o con la duracion de la
enfermedad, la utilidad de la activina A como biomarcador en AR podria venir
apoyada por el hecho de que los niveles de activina A son diferentes en pacientes
con AR bajo distintas terapias. La concentracién de activina A en el liquido sinovial
es significativamente mayor en pacientes tratados con anti-CD20 que en pacientes
tratados con DMARD sintéticos (MTX, leflunomida o sales de oro) o anti-TNF-a. En
cualquier caso, el establecimiento de una correlacion entre los niveles de activina A
en la sinovia y la progresion de la AR puede estar comprometido por su efecto dual
en la inflamacion. Como otros miembros de la familia del TGF-3, la activina A
muestra funciones pro-inflamatorias (estimula la secrecion in vitro de citoquinas pro-
inflamatorias como TNF-a, IL-1B e IL-6, asi como la expresion de INOS vy la
produccion de NO) o anti-inflamatorias (bloquea la produccion y funcién de
citoquinas inflamatorias como IL-1B e IL-6) dependiendo de su concentracion y del
contexto celular [222]. En el caso particular de la AR, los niveles de activina A se
asemejan a condiciones pro-inflamatorias [155], lo que refuerza su contribucion a la

polarizacion de macréfagos en la sinovia inflamada.
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La internalizacion y acumulacion de THF caracteriza a M@-M tanto in vitro
como in vivo. Los M@-M internalizan mas 5-MTHF a pH 7.4, de manera
dependiente de FR-B, y pH 5.5, de manera dependiente de PCFT, que los
MJ-GM.

Los macréfagos inflamatorios in vivo expresan predominantemente RFC,
mientras que PCFT y FR-3 se expresan preferencialmente en macrofagos en
condiciones homeostaticas, lo que implica que el perfil de expresion de
transportadores de folato refleja el estado inflamatorio del tejido y discrimina

polarizacion de macrofagos.

La activina A modula la expresion de RFC y FR-B y la internalizacion de 5-
MTHF en macrofagos.

El metotrexato (MTX) tiene un efecto contexto y diferenciacion-dependiente
en células mieloides que viene determinado por los niveles de expresion de

timidilato sintasa (TS).

La respuesta a MTX en macrofagos es polarizacion dependiente y esta

determinada por el eje TS-p53.

LIF y CCL20 constituyen marcadores de respuesta a MTX en macrofagos pro-

inflamatorios.

Los macréfagos de liquido sinovial (LS) de AR muestran un perfil génico

similar a los M@-GM pro-inflamatorios generados in vitro.

Los macréfagos CD163" de la membrana sinovial de pacientes con AR activa
presentan un fenotipo pro-inflamatorio caracteristico de M@-GM y expresan
MMP12, PHD3, CCR2 y TNF-a.

La activina A del liquido sinovial de AR contribuye a la polarizaciéon pro-

inflamatoria de macréfagos en AR.
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ABSTRACT

Vitamin B9, commonly known as folate, is an essential
cofactor for one-carbon metabolism that enters cells
through three major specialized transporter molecules
(RFC, FR, and PCFT), which differ in expression pattern,
affinity for substrate, and ligand-binding pH dependency.
We now report that the expression of the folate trans-
porters differs between macrophage subtypes and ex-
plains the higher accumulation of 5-MTHF—the major fo-
late form found in serum—in M2 macrophages in vitro
and in vivo. M1 macrophages display a higher expression
of RFC, whereas FRB and PCFT are preferentially ex-
pressed by anti-inflammatory and homeostatic M2 mac-
rophages. These differences are also seen in macro-
phages from normal tissues involved in folate transit (pla-
centa, liver, colon) and inflamed tissues (ulcerative colitis,
RA), as M2-like macrophages from normal tissues ex-
press FRB and PCFT, whereas TNF-a-expressing M1
macrophages from inflamed tissues are RFC+. Besides,
we provide evidences that activin A is a critical factor
controlling the set of folate transporters in macrophages,
as it down-regulates FRp, up-regulates RFC expression,
and modulates 5-MTHF uptake. All of these experiments
support the notion that folate handling is dependent on
the stage of macrophage polarization. J. Leukoc. Biol.
95: 000-000; 2014.

Abbreviations: 5-MTHF=5-methyltetrahydrofolate, ABC=ATP-binding cas-
sette, ALK=activin receptor-like kinase, BCRP=breast cancer resistance

protein, FOLR2=folate receptor 2, FPGS=folylpoly-y-glutamate synthetase,

FR=folate receptor, GGH=1y-glutamil hydrolase, HCP-1=heme carrier pro-
tein 1, MRP=multidrug resistance protein, PCFT=proton-coupled folate
transporter, gRT-PCR=quantitative RT-PCR, RA=rheumatoid arthritis,
RFC=reduced folate carrier, ROl=regions of interest, siRNA=small interfer-
ing RNA, SLC=solute-carrier gene, SPIT=spleen focus forming virus provi-
ral integration oncogene, TAM=tumor-associated macrophage,
TBP=TATA box-binding protein, THF=tetrahydrofolate

The online version of this paper, found at www.jleukbio.org, includes
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Introduction

Macrophages are phagocytic cells present in all tissues and
show a remarkable plasticity in response to environmental sig-
nals [1, 2]. The development of macrophages from monocytes
is regulated by the CSFs M-CSF and GM-CSF [3], with a promi-
nent role for the transcription factor PU.1, together with
C/EBPa and runtrelated transcription factor 1 [4, 5]. In vitro,
GM-CSF and M-CSF generate phenotypically and functionally
different macrophages [6]; whereas GM-CSF-driven macro-
phages produce proinflammatory TNF-a, IL-23, and IL-12 in
response to TLR ligands and promote type 1 immunity, M-
CSF-derived macrophages produce IL-10 in response to patho-
gens, inhibit Thl responses, and exhibit regulatory properties
[3, 7, 8]. Therefore, GM-CSF- and M-CSF-induced macro-
phages are considered proinflammatory (M1 macrophages)
and anti-inflammatory (M2 macrophages), respectively.

Folic acid is a member of the B-complex family of vitamins
produced by most bacteria and plants by de novo biosynthesis.
Mammalian cells do not have the metabolic machinery to syn-
thesize folates, and folate requirements depend mainly on di-
etary sources [9]. The reduced form of the vitamin, 5-MTHF,
functions as a cofactor in one-carbon transfer reactions and
plays a key role in metabolic pathways involved in DNA synthe-
sis, epigenetic processes, and proliferation [9, 10]. The regula-
tion of total cellular folate concentrations depends on uptake,
polyglutamylation, export, and catabolism [10]. Folate uptake
is mediated by three distinct systems [9]: (1) the RFC (gene
symbol SLC19A1), a bidirectional transporter ubiquitously ex-
pressed in normal adult tissues and the major route of folate
transport to tissues at physiological pH; (2) the high-affinity
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Abstract

Rheumatoid arthritis (RA) is a chronic inflammatory disease whose pathogenesis and severity correlates with the
presence of macrophage-derived pro-inflammatory cytokines within the inflamed synovium. Macrophage-derived
cytokines fuel the pathological processes in RA and are targets of clinically successful therapies. However,
although macrophage polarization determines cytokine production, the polarization state of macrophages in RA
joints remains poorly defined. To dissect the molecular basis for the tissue-damaging effects of macrophages
in RA joints, we undertook the phenotypic and transcriptomic characterization of ex vivo isolated CD14* RA
synovial fluid (RA-SF) macrophages. Flow cytometry and gene profiling indicated that RA-SF macrophages
express pro-inflammatory polarization markers (MMP12, EGLN3, CCR2), lack expression of markers associated
with homeostatic and anti-inflammatory polarization (IGF1, HTR2B) and exhibit a transcriptomic profile that
resembles the activin A-dependent gene signature of pro-inflammatory in vitro-generated macrophages. In fact,
high levels of Smad-activating activin A were found in RA-SF and, accordingly, the Smad signalling pathway
was activated in ex vivo-isolated RA-SF macrophages. In vitro experiments on monocytes and macrophages
indicated that RA-SF promoted the acquisition of pro-inflammatory markers (INHBA, MMP12, EGLN3, CCR2) but
led to a significant reduction in the expression of genes associated with homeostasis and inflammation resolution
(FOLR2, SERPINB2, IGF1, CD36), thus confirming the pro-inflammatory polarization ability of RA-SF. Importantly,
the macrophage-polarizing ability of RA-SF was inhibited by an anti-activin A-neutralizing antibody, thus
demonstrating that activin A mediates the pro-inflammatory macrophage-polarizing ability of RA-SF. Moreover,
and in line with these findings, multicolour immunofluorescence evidenced that macrophages within RA synovial
membranes (RA-SM) also express pro-inflammatory polarization markers whose expression is activin A-dependent.
Altogether, our results demonstrate that macrophages from RA synovial fluids and membranes exhibit an MMP12*
EGLN3* CCR2* pro-inflammatory polarization state whose acquisition is partly dependent on activin A from the
synovial fluid.

Copyright © 2014 Pathological Society of Great Britain and Ireland. Published by John Wiley & Sons, Ltd.
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Introduction that macrophages play a pathogenic role in RA, since

increased numbers of macrophages in the synovial
RA is a systemic autoimmune disease characterized  tissue correlate with the degree of joint erosion and
by chronic joint inflammation, cartilage destruction  contribute to hyperplasia of the intimal lining layer
and bone erosions [1]. Macrophages in the inflamed  [3,4]. Moreover, CD68" sublining macrophage num-
synovium are key effector cells in RA, and are the major ~ bers differ between effective and ineffective treatments
source of cytokines that contribute to pathology, such  [5,6], indicating that sublining macrophages constitute
as TNFa [2]. Numerous experimental data indicate  a biomarker of response to treatment in RA patients.

Copyright © 2014 Pathological Society of Great Britain and Ireland. J Pathol 2014
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ABSTRACT

Objective: Methotrexate (MTX) functions as an anti-proliferative agent in cancer and an anti-
inflammatory drug in rheumatoid arthritis (RA). Although macrophages critically contribute to RA
pathology, their response to MTX remains unknown. As a mean to identify MTX-response markers,
we have explored its transcriptional effect on macrophages polarized by GM-CSF (GM-M®) or M-
CSF (M-M@), which resemble pro-inflammatory and anti-inflammatory macrophages found in RA
and normal joints, respectively.

Methods: The transcriptomic profile of MTX-exposed macrophages in long and short term
schedules were determined using gene expression microarrays, and validated through qRT-PCR and
ELISA. The molecular pathway involved in macrophage MTX-responsiveness was determined
through pharmacological, siRNA mediated knock down approaches, western blot and
immunofluorescence on RA and normal joints.

Results: MTX exhibited a minor transcriptional effect on M-M@ but modulated the expression of
2024 genes in pro-inflammatory GM-M@, where it induced CCL20 and LIF at the mRNA and
protein level. Pharmacological and siRNA-mediated approaches indicated that the macrophage
subset-specific MTX responsiveness correlates with thymidylate synthase (TS) expression, as pro-
inflammatory TS" GM-M® are susceptible to MTX, whereas anti-inflammatory TS M-M@ and
monocytes are refractory to MTX. Furthermore, p53 activity was found to mediate the TS-
dependent MTX-responsiveness of pro-inflammatory TS GM-M@. Importantly, TS and p53 were
found to be expressed by CD163"/TNFa" GM-CSF-polarized macrophages from RA joints but not
from normal synovium.

Conclusion: Macrophage response to MTX is polarization-dependent and determined by the TS-

p53 axis. CCL20 and LIF constitute novel macrophage markers for MTX responsiveness.
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INTRODUCTION

Methotrexate (MTX) is a drug currently used for the treatment of a number of malignant diseases
including acute lymphoblastic leukemia, breast cancer and osteosarcoma (1, 2). MTX functions as a
competitive inhibitor of the dihydrofolate reductase (DHFR) which results in suppression of
tetrahydrofolate (THF)-dependent reactions primarily by depletion of cellular folate cofactors (3).
MTX is polyglutamylated inside the cells by the enzyme folylpolyglutamate synthetase (FPGS)
increasing their retention within the cells. Importantly, polyglutamates of MTX (MTX-Pgl) are
long-lived active compounds and potent inhibitors of thymidylate synthase (TYMS, TS) and
aminoimidazole-carboxamide-ribonucleoside (AICAR) transformylase, enzymes involved in the
novo synthetic pathway of pyrimidines and purines required for DNA replication and repair and
cellular proliferation (3). This mechanism of action is responsible for the success of MTX as an
anti-malignant drug. Beyond its use as an anti-proliferative agent in chemotherapeutic regimens,
MTX has long been used as an anti-inflammatory agent for the treatment of autoimmune diseases
such as rheumatoid arthritis (RA), psoriasis, systemic lupus erythematosus and Crohn’s disease (4).
Although the precise mechanism for the therapeutic action of MTX on these pathologies remains
unclear, the release of adenosine, the inhibition of polyamines, and generation of reactive oxygen
species (ROS) though JNK activation have been reported to mediate the anti-inflammatory action of
MTX in RA (5-7). Recent studies indicate that MTX treatment restores the expression of altered
folate metabolism genes during RA (8). Importantly, different doses of MTX are administered for
the treatment of different pathologies: high-dose MTX therapy (intravenous 5000 mg/week) is used
for malignant diseases whereas low-doses MTX are used weekly for autoimmune diseases

(intramuscular or oral 5-25 mg/week) (5).

Macrophages play an important role in the sequence of events between chronic

inflammation/tumorigenesis and tumor progression/metastasis and a positive correlation exists
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between the presence of tumor-associated macrophages and a bad prognosis (9, 10). The
contribution of macrophages to tumor development could be inferred from the impaired tumor
progression seen in animals with altered macrophage differentiation (11, 12). Macrophages are also
critical cellular component in RA pathogenesis since increased numbers of macrophages in the
synovial tissue correlate with the degree of joint erosion and contribute to hyperplasia of the intimal
lining layer (13-15). Macrophages are key cells of the innate immune response and fulfill a variety
of effector functions depending on the activation of specific signaling pathways, transcription
factors and their metabolic adaptation, that critically control macrophage plasticity and polarization
(16-18). In vitro, a well-stablished method for generating pro-inflammatory and anti-inflammatory
macrophages is the differentiation of monocytes in the presence of GM-CSF or M-CSF (19). In
response to TLR ligands GM-CSF-driven macrophages produce pro-inflammatory TNFa, IL-23 and
IL-12p40 and promote type 1 immunity, whereas M-CSF-derived macrophages produce IL-10,
inhibit Th1 responses and exhibit regulatory properties (12, 20, 21). Therefore, GM-CSF-and M-
CSF-polarized macrophages are considered as pro-inflammatory (GM-M®) and anti-inflammatory

(M-M@) macrophages, respectively.

Whereas MTX has a clear anti-proliferative action on tumor cells, its effect on pro- and anti-
inflammatory macrophages remains undefined. Therefore, we decided to determine the MTX-
dependent gene expression profile in human macrophages. We explored the role of MTX in long-
term and short-term schedules in peripheral blood monocytes, GM-M@ and M-M@, and found
evidences for the context-dependent effect of MTX on human myeloid cells. Moreover, we found a
series of novel biomarkers for MTX responsiveness in pro-inflammatory GM-CSF polarized-

macrophages.
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MATERIALS AND METHODS

Cell culture.- Human peripheral blood mononuclear cells (PBMC) were isolated from buffy coats
from normal donors over a Lymphoprep (Nycomed Pharma) gradient according to standard
procedures. Monocytes were purified from PBMC by magnetic cell sorting using CD14 microbeads
(Miltenyi Biotech). Monocytes were cultured at 0.5 x 10° cells/ml for 7 days in RPMI supplemented
with 10% fetal calf serum, at 37°C in a humidified atmosphere with 5% CO2, and containing GM-
CSF (1000U/ml, ImmunoTools GmbH) or M-CSF (10 ng/ml, ImmunoTools GmbH) to generate
GM-CSF-polarized macrophages (GM-M@) or M-CSF-polarized macrophages (M-M@). MTX (5
nM to 5 pM), pemetrexed (PMX, 50 nM), raltitrexed (ZD1694, 50 nM), folinic acid, thymidine,
pifithrin-a, nutlin-3 (100 pM, 10 uM, 25-50 puM and 10 uM respectively, Sigma-Aldrich) was
added once on monocytes together with the indicated cytokine, or on monocytes and 7-day

differentiated macrophages for 24 or 48h.

Gene expression profiling.-For long-term MTX treatment, RNA was isolated from three
independent preparations of monocytes either unexposed or exposed to MTX (5 pM) and
differentiated to GM-M@ or M-M@ for 7-days. For short-term schedule, RNA was isolated from
three independent samples of fully differentiated GM-M@ either unexposed or exposed to MTX (50
nM) for 48h, by using RNeasy Mini kit (Qiagen). Labeled RNA (200 ng) was hybridized to an
Agilent Human v2 4x44K array (G4845A, Agilent Technologies). Raw data files were pre-
processed with GeneSpring v12 (Agilent). Raw signal values (in log base 2) were thresholded to 1
and arrays were normalized using quantiles (22). Probes with normalized signal values greater than
the 20th lower percentile and flagged as Detected (Present) or Not Detected (Marginal) in 100% of
the replicates in 1 out of the 4 conditions were retained (22079 probes). The Limma package from
Bioconductor was used for differential gene expression analysis. Raw p-values were corrected for

false discovery rate control using the Benjamini Hochsberg method. Microarray data have been
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deposited in the Gene Expression Omnibus (GSE64531). Functional analysis was performed using

Ingenuity Pathway Analysis (IPA) software (www.ingenuity.com).

Quantitative real time RT-PCR.- Total RNA was retrotranscribed and cDNA was quantified
using the Universal Human Probe Roche library (Roche Diagnostics). Oligonucleotides for selected
genes were designed according to the Roche software (Supplementary Table 1). Quantitative real-
time PCR (qRT-PCR) was performed on a LightCycler® 480 (Roche Diagnostics). Assays were
made in triplicates and results normalized according to the expression levels of 7TBP. Results were

obtained using the AACT method for quantitation.

ELISA.- Supernatants from monocytes, GM-M@ and M-M@ were tested for the presence of

CCL20 (R&D Systems) and LIF (eBioscience) using ELISA.

Western-blot and TS cloning.- Cell lysates were obtained in RIPA buffer containing 2 mM
Pefabloc, 2 mg/ml aprotinin/antipain/leupeptin/pepstatin, 10 mM NaF, and 1 mM Na;VOs. 50
micrograms cell lysate was subjected to SDS-PAGE and transferred onto an Immobilon
polyvinylidene difluoride membrane (Millipore). Protein detection was carried out using an anti-
human TS polyclonal Ab (Abcam, ab108995), mAb against GAPDH (sc-32233; Santa Cruz
Biotechnology) or vinculin (hVIN-1; Sigma-Aldrich). The TS-pcDNA3 construct was generated by
PCR amplification with oligonucleotides 5'-CTCGAG CCGCCGCGCCATGCCTGTG-3" and 5'-
CCCCAAGCTTGAAAGCACCCTAAACAGCCATT-3’, and the resulting fragment was cloned into
Xhol/HindIII-digested pcDNA3.1(-) plasmid. HEK 293T cells were transiently transfected with

Superfect (QIAgen, Hilden, Germany).

6
John Wiley & Sons

Page 6 of 43



Page 7 of 43

Arthritis & Rheumatology

MTX responsiveness in macrophages

Immunohistochemistry and multicolor confocal microscopy.- The following antibodies were
used: FITC-labeled anti-CD163 (Ber-Mac3, MBL International Corp., MA), anti-TS (Abcam,
ab108995), anti-TNFo (Abcam, ab1793), isotype matched control antibodies and fluorochrome-
conjugated secondary antibodies (Jackson ImmunoResearch). RA synovial tissues were obtained by
surgical synovectomy from 9 RA patients with progressive disease requiring knee joint replacement
surgery. Normal synovial tissues were obtained from 6 patients undergoing elective knee
arthroscopic examination for minor orthopedic conditions on otherwise normal joints according to
MRI, arthroscopy and histology. Patients received informed consent and Hospital General
Universitario Gregorio Marafion ethics committees approved the study. Tissues were snap frozen in
OCT, and 4 pm cryosections were blocked for 10 min with 1% human immunoglobulins, and
incubated with primary (1-5 pg/ml) and appropriate secondary antibodies. Imaging was performed
with an inverted confocal microscope (SP2, Leica Microsystems), using the 20x PL-APO NA 0.7
and the 63x PL-APO NA 1.3 glycerol immersion objectives. For imaging of macrophages, cells
were plated on Poly-L-Lysine (Sigma) coated coverslips, fixed with 4% formaldehyde and, when

indicated, permeabilized with 0.1% saponin for 10 min.

RNA interference.-Two different siRNA for TYMS (silencer select s14538, s14539) and one
control siRNA (silencer select Negative Control #1) (Ambion, Life Technologies) were used at 100
nM. GM-MO@ were transfected with HiPerFect transfection reagent (QIAgen), treated with MTX or

PFT, and 48h later tested for mRNA levels by qRT-PCR.

Statistical analysis.- Statistical analysis was performed using paired student’s t-test and a p value <

0.05 was considered significant (*, p<0.05; **, p<0.01, ***p<0.001).
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RESULTS

Identification of the gene profile of monocytes exposed to long-term MTX.- Weekly administered
MTX is the most important disease-modifying antirheumatic agent for the treatment of RA and
other rheumatic conditions. Moreover, MTX is a standard chemotherapeutic agent for the treatment
of different type of cancers (3). To determine the influence of MTX on macrophage differentiation,
monocytes were exposed to a single dose of MTX immediately before the initiation of the GM-CSF
or M-CSF differentiation process and gene expression changes were analyzed at the end of the 7
day culture (Figure 1A). No effect of MTX on cell viability was observed in any of the
experimental protocols (data not shown). Prolonged MTX treatment resulted in the generation of a
transcriptional profile with 1200 upregulated and 824 downregulated genes in GM-CSF exposed
monocytes compared to untreated GM-CSF cells (Figure 1B). By contrast, the presence of MTX
had a different effect on the transcriptional profile of M-CSF polarized-macrophages with only 73
upregulated and 10 downregulated genes (Figure 1B). This result suggested a stronger effect of
MTX on GM-CSF-driven macrophage differentiation. The list of genes whose expression was most
affected by long-term exposure to MTX showed that 1956 genes were exclusively modulated in
GM-CSF macrophages whereas 15 genes were modulated in M-CSF macrophages and 68 genes
were commonly modulated by MTX in GM-CSF and M-CSF macrophages (Figure 1C,
Supplementary Tables 1,2). Ingenuity pathways (IPA) analysis indicate the top canonical pathways
of GM-CSF monocytes treated with MTX, which includes “Dendritic cell maturation”, “Hepatic
fibrosis”, “Atherosclerosis signaling”, “Acute phase response signaling” and “Altered T cell and B
cell signaling in Rheumatoid Arthritis” process (Figure 1D). The “hepatic fibrosis” pathway was
also enriched among the genes modulated by MTX in M-M@ (Figure 1D), whereas the “Role of
cytokines in mediating communication between immune cells”, and “Serine Biosynthesis” process

was exclusively enriched in genes modulated by MTX in M-CSF cells.
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Validation of the transcriptomic data.- MTX-treated monocytes led to the generation of
macrophages with a significant and potently increased expression on CCL20 (in GM-MQ), IL24,
LIF, MET, AREG and GDF15 mRNA levels (in GM-M@ and M-M@) and decreased CD32, CD69
and THBS! (in GM-M@) (Supplementary Tables 1, 2). To verify the transcriptomic data,
monocytes from six different donors were exposed to MTX and differentiated to GM-M@ and M-
M@ and the expression of these genes was analyzed (Figure 1E, Supplementary Figure 1). Long-
term MTX treatment resulted in significantly enhanced expression of CCL20 (20 fold for GM-M@),
LIF (20 fold for GM-M®; 4 fold for M-M@), MET (16 fold for GM-M@ and 14 fold for M-M@)
and GDF15 (18 fold for GM-M@ and 7 fold for M-M@), thus validating the transcriptomic data
(Figure 1E). The higher effect in gene expression in MTX-treated GM-M@ than MTX-treated M-
M@ indicates that the effect of MTX is conditioned by the cytokine context (GM-CSF vs M-CSF).
In the next experiments we focused on CCL20), the gene with the highest up-regulation in MTX-
exposed GM-M@, and LIF mRNA, an immunomodulatory cytokine member of the IL-6 family, as

representative MTX-modulated genes for both macrophage subtypes, GM-M@ and M-M@.

MTX dose response and kinetic analysis during macrophage differentiation.- The concentration
of MTX used for the microarray analysis was 5 uM, a high concentration used in cancer patients.
MTX pharmacokinetic studies in RA patients administered 25-40 mg MTX showed peak plasma
levels of 1-2 uM MTX two hours after drug administration, but plasma levels decline to 10-50 nM
MTX within 24-48 hours after drug administration (23, 24). Therefore, we next performed dose
response experiments with clinically relevant concentrations of MTX for RA patients. MTX at
concentrations of 50 nM significantly increased CCL20 and LIF mRNA levels in GM-MO
(Supplementary Figure 2A). By contrast, MTX at 5 nM did not modify gene expression, indicating
that the effect of MTX treatment on CSF-dependent polarization of human monocytes begins with

50 nM MTX (Supplementary Figure 2A). Importantly, CCL20 and LIF protein can be detected in
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the culture supernatant of MTX-exposed pro-inflammatory GM-M@ but not in resting M-MQO
(Supplementary Figure 2B). Supplementation with folinic acid completely reversed the up-
regulation of CCL20 and LIF mRNA and protein in MTX-exposed GM-M@, indicating the
specificity for folate metabolism (Supplementary Figure 2C,D). Kinetic analysis revealed that the
expression of CCL20 and LIF mRNA and protein significantly increased 4-5 days after MTX
treatment and the protein reached maximum levels after 7 days during GM-CSF macrophage
differentiation (Figure 2A,B). Altogether, these results validate the data from the global analysis of
gene expression and indicate that CCL20 and LIF constitute novel biomarkers for MTX

responsiveness in GM-M@.

Short-term exposure to MTX in monocytes and fully differentiated macrophages.- In order to
explore the molecular basis for MTX response, we next performed short-term experiments in
monocytes and fully differentiated macrophages. To that end, monocytes and 7-day differentiated
GM-M@ and M-MO@ were exposed to MTX for a short period (24-48h) and the expression of
CCL20, LIF, MET and GDFI15 mRNA analyzed by gqRT-PCR. MTX significantly increased
CCL20, LIF, MET and GDF15 mRNA in GM-M@ after 24h, an effect enhanced by 48h treatment
(Figure 3A, Supplementary Figure 3). By contrast, a short-term exposure to MTX did not modify
gene expression neither in monocytes nor in M-M@. Interestingly, no induction of these genes was
observed in MTX-exposed fibroblast or HEK 293T cells (Supplementary Figure 3). These results
indicate a different MTX responsiveness in monocytes and macrophages and evidences for a

context- and differentiation-dependent effect of MTX in myeloid cells.

The uptake and intracellular concentration of MTX was found to be similar in GM-M@ and M-M@,
showing that the differential responsiveness to MTX in macrophages is not due to the differential

expression of folate transporters (25) (Supplementary Figure 4). Since MTX and MTX-Pgl inhibits
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various target enzymes involved in one-carbon metabolism (DHFR, TS, ATIC) (Figure 3B) (3), we
next analyzed the expression of MTX-metabolizing enzymes in monocytes, GM-M@ and M-M@
(Figure 3C). Whereas FPGS and MTHFR mRNA expression was significantly higher in monocytes
than in macrophages and A7/C mRNA differed between GM-M@ and M-M@, DHFR mRNA levels
were kept constant (Figure 3C). By contrast, thymidylate synthase (7YMS or TS) was the only
enzyme whose expression significantly differed between the three myeloid cell populations, and
whose expression is higher in GM-M@ than in M-M@ or monocytes at the mRNA and protein level
(Figure 3C-E). This result suggested that the different MTX responsiveness of GM-M© and M-MO

could derive from their different TS content, a hypothesis that was tested subsequently.

Thymidylate synthase expression conditions MTX-responsiveness in macrophages.- The
differential expression of TS on monocytes and macrophages led us to explore the role of this
enzyme in MTX responsiveness in macrophages by altering its function or expression. The anti-
folates pemetrexed (PMX) and raltitrexed (ZD1694), potent TS inhibitors (26), significantly
increased CCL20, LIF, MET and GDFI5 mRNA in GM-M@ (Figure 4A), indicating that the
inhibition of TS enzyme activity contribute to anti-folate (MTX, PMX, ZD1694) responsiveness in
GM-M@. Next, we determined the changes in gene expression induced by MTX or PMX in the
presence of thymidine in GM-M@. Supplementation with thymidine significantly diminished the
up-regulation of CCL20, LIF, MET and GDF15 mRNA in MTX or PMX-exposed GM-M@ (Figure
4B). To fully confirm that MTX-triggered gene expression changes were dependent on TS
inhibition, we determined the effect of silencing TS expression in GM-M@. Knock down of TS
using two different small interfering RNA significantly increased CCL20, LIF, MET and GDF15
mRNA levels (Figure 4C) whereas SLC1941 mRNA levels were kept constant and 7YMS mRNA
expression diminished, thus suggesting that the effect of MTX on CCL20, LIF, MET and GDF15

gene expression depends on its capacity to inhibit TS. Moreover, MTX (Figure 4D) and PMX
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(Figure 4E)-triggered gene induction significantly diminished (70-80%) when silencing TS in GM-
MO (Figure 4D), confirming this hypothesis.

Lastly, we found a correlation between TS expression during macrophage differentiation and MTX
responsiveness. Kinetic studies revealed that TYMS mRNA and TS protein are initially detected 3
days after GM-CSF addition (Figure 4F), whereas MTX-response (CCL20 and LIF induction)
begins on day 4 (Figure 2A). Conversely, the expression of other folate/MTX metabolizing
enzymes (FPGS, GGH, DHFR, GART, ATIC and MTHFR) are essentially kept constant along GM-
CSF and M-CSF driven macrophage differentiation (Supplementary Figure 5). Altogether, these

results confirm that MTX responsiveness on macrophages depends on TS expression levels.

TS expression on macrophages from RA synovial tissue.- Previously, we have shown that
macrophages from RA joints exhibit a GM-CSF-dependent transcriptomic and phenotypic pro-
inflammatory polarization state (27). As macrophages represent an important MTX cellular target in
RA, the expression of TS was determined in normal and active RA synovium. TS expression was
found in CD163"/TNFo.” macrophages within the sublining of RA synovial membranes (Figure SA-
C). By contrast, CD163" macrophages in the normal synovium lacked TS and TNFa expression.
Moreover, TNFa treated macrophages maintained 7YMS expression and MTX responsiveness, an
effect not observed with other pro-inflammatory (IFN-y) or anti-inflammatory (IL-4) stimuli
(Figure 5D). These results indicate that macrophages from RA synovium, and not from normal

joints, represent a cellular target for MTX.

TS inhibition modulates p53-regulated genes in GM-M@.- The molecular pathways that are
involved in MTX-altered transcriptome in macrophages were analyzed by IPA. TP53 appeared as
the top upstream regulator of the genes modulated by MTX during long-term (GM-CSF and M-CSF

macrophage differentiation) and short-term (GM-M@) schedules and with a predicted activated
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state (Figure 6A). Moreover, gene set enrichment analysis (GSEA) in 48h MTX-treated GM-MQ
showed enrichment in “p53 gene signature” (Figure 6B). The fact that TS inhibition by MTX
increased LIF, CCL20, MET or GDF'15 mRNA (Figure 4A-C), all p53 target genes, (28, 29) and the
predicted bioinformatics analysis, led us to explore the link between TS inhibition (MTX, PMX)
and p53 activation in GM-M@. As shown in Figure 6C, blocking p53 with pifithrin-a (PFT) dose
dependently diminished MTX-responsiveness (CCL20, LIF, MET, GDFI15 mRNA) in GM-M@.
Importantly, activation of p53 with nutlin-3 (29) increased those genes in both GM-M@ and M-M@
(Supplementary Figure 6), indicating that the link between p53 activation in MTX-mediated gene
expression in macrophages depends on TS expression. Finally and to investigate this relation, TS
expression was knock-down in GM-M@ in the presence of PFT. The up-regulation of genes in
response to TS silencing significantly diminished when p53 was blocked (Figure 6D). These results
indicate that inhibition of TS in GM-M@ modulates p53 and p53 target genes in response to the
antifolate MTX (Figure 6E,F). Importantly, p53 expression was detected in CD163" GM-CSF-
polarized macrophages from RA joints and not from normal synovium (Supplementary Figure 7).
Altogether, these results show that macrophage response to MTX is polarization-dependent and

determined by the TS-p53 axis.
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DISCUSSION

In the present manuscript we show that human myeloid cells exhibit a cell type-specific
responsiveness to MTX, and that MTX-responsiveness correlates with the level of expression of
TS. Specifically, pro-inflammatory TS™ GM-M@ are susceptible to MTX, whereas anti-

inflammatory TS

M-M@ and monocytes, are refractory to MTX. Furthermore, we demonstrate
that MTX responsiveness of human GM-CSF polarized-macrophages can be modified by altering
TS expression or function by 1) thymidine, that bypasses the metabolic blockade; 2) antifolates
pemetrexed and raltitrexed (ZD1694), that selectively targets TS; 3) siRNA-mediated knock-down
of TS. All these results demonstrate that TS expression determines MTX-responsiveness in
macrophages. Moreover, we show that p53 activity contributes to the TS-dependent MTX-
responsiveness of human macrophages, thus providing evidence for the involvement of the TS-p53

axis in the macrophage response to MTX and in the differential responsiveness to MTX of

monocytes and macrophages.

The role of anti-proliferative and chemotherapeutic drugs in myelomonocytic cells has been
explored previously (30-33). A recent example is trabectedin, an anticancer drug used as second-
line treatment of soft tissue sarcoma and ovarian carcinoma patients (31). Trabectedin blocks cancer
cell proliferation by interacting with DNA, and also induce cell death specifically in monocytes and
M2-polarized tumor-associated macrophages (31). Like trabectedin, MTX has selectivity for tumor-
proliferating cells (3) and TS-expressing pro-inflammatory macrophages with a GM-CSF-
dependent profile (this report). Importantly, GM-CSF contributes to the gene expression profile of
macrophages in synovial fluid of RA (27), a pathology where MTX has shown a profound clinical
benefit (4). In line with our findings, genetic polymorphisms affecting 7YMS gene on MTX
therapeutic outcome has been explored in RA patients (34, 35). TYMS gene expression is modulated

by functional significant germ-line polymorphisms in the 5’-UTR (TSER 2R/3R repeat and TSER
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3R G/C) and 3'-UTR (TS 1494del6b) of the gene (36, 37). Discrepant data are found in the
literature indicating that the relation between 7YMS polymorphisms and clinical response to MTX

needs clarification (34, 35, 38).

TS catalyzes the reductive methylation of dUMP by 5,10-methylentetrahydrofolate to generate
thymidylate and dihydrofolate (Figure 4B). This enzymatic reaction provides for the sole
intracellular de novo source of thymidylate, an essential precursor for DNA biosynthesis and repair.
As a result, TS remains a critical target enzyme in cancer chemotherapy. Inhibition of TS by
chemotherapeutic drugs such as 5-fluorouracil (5-FU), PMX and ZD1694 results in decreased
production of TMP, thymidylate deficiency, and imbalances in cellular nucleotide pools, which
slow tumor growth by impairing DNA synthesis and repair (39). Moreover, TS represses
expression of tumor supressor genes such as myc and p53 (40). These previous evidences are
compatible with the data in this manuscript, as we demonstrate that MTX responsiveness of human
macrophages is partly mediated by p53, because p53 inhibitors limits the MTX-induced up-
regulation of genes like LIF and GDF'15, well known p53 targets (28). Based on these results, we
speculate that mutations in p53 gene might lead to resistance to MTX treatment in RA patients, a
phenomenon already stablished in tumors (41). Thus, determining the expression/activity of either
p53 or MTX-response genes in MTX responders and non-responders RA patients might allow the
identification of clinically useful predictors of response to MTX, a tool currently non-existing in

spite of the fact that MTX is the first choice for RA management (4).

In the manuscript, we also demonstrate that LIF and CCL20 are novel markers for MTX
responsiveness in human pro-inflammatory macrophages. The cytokine LIF belongs to the IL-6
family and exhibits pleiotropic functions. LIF is essential for blastocyst implantation, acts as a

stimulus for platelet and bone formation, adipocyte lipid transport, muscle satellite cell proliferation
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and promotes regulatory T cells (42, 43). LIF is constitutively expressed in the uterus and airway
epithelia (42), tissues where macrophages are immunosuppressive and contribute to maintain local
tolerance (44, 45). Previous studies have stablished the influence of LIF and IL-6 in monocytes and
macrophages in the context of ovarian cancer. Tumor-associated LIF and IL-6 skewed monocytes
into M2-polarized immunosuppressive macrophages in an M-CSF dependent manner (46). In line
with these findings, the cell supernatant of MTX-exposed GM-M@ promotes an increase in M2-
polarizing markers in peripheral blood monocytes (data not shown). MTX is a drug with an
exceptional potency to treat inflammatory joint disease; however, as mentioned above, the precise
mechanism by which MTX exerts its anti-inflammatory effects remains unclear. Consistent with the
immunoregulatory role of LIF, it can be hypothesized that MTX-induced LIF (and other mediators)
might drive a preferential M2 polarization in synovial monocytes, a phenotype that correlates with

the one found in normal synovium (27).

MTX is a main anchor drug either alone or in many combination regimes with conventional
disease-modifying anti-rheumatic drugs and biological agents in RA. MTX has the longest drug
survival time and a good benefit/toxicity ratio. However, toxicity is a major reason for MTX
withdrawal in RA patients (47). The major adverse effect of MTX is hepatotoxicity, principally in
the form of fibrosis, followed by pneumonitis and neutropenia (5, 48). Since the transcriptional
signature of MTX-treated macrophages indicates a significant increase in the expression of genes
involved in hepatic fibrosis and stellate cell activation (Figure 1D), and MTX-selectively targets
GM-CSF polarized macrophages as those found in the lung (49, 50), the hypothesis that MTX-
mediated hepatotoxicity and/or pneumonitis is macrophage-dependent deserves further

consideration and is currently under study.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1. Determination of the long-term MTX-dependent transcriptomic profile of monocytes
and validation of the transcriptomic data. A. Schematic representation of the experiments. MTX (5
uM) was added once on monocytes and mRNA levels were determined at day 7 of the GM-CSF
(Mo+GM) or M-CSF (Mo+M)-induced differentiation. Quantification (B) and comparison (C) of the
number of genes whose expression is significantly altered (adjusted p< 0.05) on MTX-treated
monocytes after 7 day of the GM-CSF (Mo+GM) or M-CSF (Mo+M)-induced differentiation. D.
Analysis for molecular functions significantly enriched within the sets of genes whose expression is
altered by MTX exposure in Mo+GM (left) and Mo+M (right). E. CCL20, LIF, MET and GDF15
mRNA expression levels determined by qRT-PCR on monocytes differentiated with GM-CSF
(Mo+GM) or M-CSF (Mo+M) in the absence or in the presence of MTX. Results are expressed as
relative mRNA levels, which indicate the expression of each gene in MTX-treated relative to its
expression in untreated cells. Mean and SEM of six independent donors are shown (*p<0.05,

*%p<(.01, ***p<0.001).

Figure 2. MTX induces CCL20 and LIF expression on day 5 of the GM-CSF differentiation.
CCL20 (upper panel) and LIF (lower panel) mRNA expression levels determined by qRT-PCR (A) or
ELISA (B) on monocytes differentiated with GM-CSF or M-CSF in the absence or in the presence of
50 nM of MTX. MTX was added once on monocytes and mRNA (A) or protein (B) levels were
measured at the indicated time points along the GM-CSF (Mo+GM-CSF) or M-CSF (Mo+M-CSF)-
induced differentiation. For A, results are expressed as relative mRNA levels, which indicates the
expression of each gene in MTX-treated relative to its expression in untreated cells at every time point
(d, days). Mean and SEM of four independent donors are shown (*p<0.05, **p<0.01). For B, results
indicate the expression of each cytokine in MTX-treated relative to its expression in untreated cells at

every time point. Mean and SEM of four independent donors are shown (*p<0.05, **p<0.01).
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Figure 3.- Short-term exposure to MTX in monocytes and macrophages. A. CCL20 and LIF
mRNA expression levels determined by qRT-PCR on monocytes (Mo), GM-M@ or M-M@ in the
absence or the presence of 50 nM of MTX for the indicated time points. Mean and SEM of four
independent donors are shown (*p<0.05). B. Key components of the folate/MTX metabolism with
emphasis in the thymidylate biosynthesis pathway. C. The expression of the folate/ MTX
metabolizing enzymes FPGS, GGHS, DHFR, TYMS, GART, ATIC and MTHFR was analyzed by
gPCR on monocytes (Mo), GM-M@ (GM) and M-M@ (M). Mean and SEM of six independent
donors are shown (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001). D. Immunoblot analysis of TS in lysates of
HEK 293T cells transfected with pcDNA3 or TS-pcDNA3. Vinculin protein levels were determined
as a loading control. E. Upper panel, immunoblot analysis of TS in lysates of monocytes (Mo), GM-
MO (GM) or M-M@ (M). Vinculin protein levels were determined as a loading control. Lower
panel, immunofluorescence analysis of monocytes (Mo), GM-M@ and M-M@, as determined by
confocal microscopy, after using TS-specific antibody. Nuclei were counterstained with DAPI. The
experiment was done in five independent donors, and a representative experiment is shown. Scale

bars: 50 pm.

Figure 4.-TS expression conditions MTX responsiveness in macrophages. CCL20, LIF, MET and
GDF15 mRNA expression levels determined by qRT-PCR on GM-M@ in the absence or the presence
of 50 nM of MTX, PMX or ZD1694 (ZD) for 48h (A) or treated with MTX or PMX in the absence or
the presence of thymidine (dT) for 48h (B). Mean and SEM of seven (A) or eight (B) independent
donors are shown. C. Gene expression determined by qRT-PCR on GM-M@ transfected with control
siRNA (-) or two different siRNA for TYMS (si8, si9). The values in the presence of control siRNA
were given an arbitrary value of 1. D-E. Gene expression determined by qRT-PCR on GM-M@Q
transfected with control siRNA (-) or siRNA for TYMS (si8, si9) and exposed to MTX (D, left) or

PMX (E) for 48h. Results are expressed as % induction, and the values in the presence of control
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siRNA were given an arbitrary value of 100. Mean and SEM of eight (MTX) or five (PMX)
independent donors for si8, and five (MTX) or three (PMX) independent donors for si9 are shown
(*p<0.05, *#p<0.01, ***p<0.001). D right, immunoblot analysis of TS and GAPDH in GM-M@
transfected with control siRNA (scr) or siRNA for TYMS (si8) in the absence or the presence of
MTX for 48h. F. TYMS mRNA expression levels determined by qRT-PCR on monocytes
differentiated to GM-M@ or M-M@ in the presence of 50 nM of MTX. Mean and SEM of four
independent donors are shown. Insert, immunoblot analysis of TS and GAPDH in monocytes

differentiated to GM-M® in the presence of 50 nM of MTX at the indicated time points.

Figure S5.-Expression of TS by macrophages from RA joints. A. Inmunofluorescence analysis of
normal (upper panels) and active RA (lower panels) synovial tissues, as determined by confocal
microscopy using CD163-, TS-, and TNFa-specific antibodies. Nuclei were counterstained with
DAPI. The experiment was done on six independent samples, and a representative experiment is
shown. Samples were devoid of staining when incubated with isotype-matched irrelevant antibodies
as negative controls. Scale bars: 100 um. B. Magnification (20X) of the areas indicated by a dotted
square in active RA synovial tissues. C. Quantification of TS and TNFa staining in CD163
macrophages from normal and active RA synovial tissue. Background-subtracted mean intensities
(in au.) from 150-300 macrophages/tissues were plotted, and average = SEM are shown (6
independent samples and 3 random fields by tissue type). Percentage of positive cells (> 25 a.u.) is
indicated for each sample. Scale bars, as indicated (***, p<0.001). D. CCL20, LIF and TYMS
mRNA expression levels determined by qRT-PCR on GM-M® either untreated (-) or treated for 48h
with IFN-y, IL-4 or TNFa in the absence or in the presence of 50 nM of MTX for the indicated time

points. Mean and SEM of four independent donors are shown (*p<0.05).
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Figure 6.-Molecular basis of MTX response in GM-M@: TP53. A. Top upstream regulators in
long-term schedule, MTX-exposed monocytes and differentiated with GM-CSF (Mo+GM-CSF) or
M-CSF (Mo+M-CSF) and short-term schedule, 48h MTX-exposed GM-M@, determined by IPA. B.
GSEA results for MTX-treated vs untreated GM-M@ for 48h indicating the normalized enrichment
score (NES) and the false discovery rate (FDR). C. Gene expression determined by qRT-PCR on
GM-MO stimulated with MTX in the absence or the presence of pifitrin-a (PFT, 25-50 pM) during
48h. D. Gene expression determined by qRT-PCR on GM-M@ transfected with control siRNA (-)
and siRNA for TYMS and exposed to PFT (50 pM) for 48h. Results are expressed as fold induction,
which indicates the expression of each gene in siRNA TYMS-transfected relative to siRNA control
cells, and untreated or treated with PFT. For C-D, mean and SEM of six independent donors are
shown (p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001). E. Proposed model of MTX induced response in GM-M®@.
MTX (PMX or ZD1694) enters macrophages through SLC19A1, becomes polyglutamated (MTX-
Pgl) and inhibits the enzyme TS. TS inhibition results in decreased pool of deoxythymidine leading to
activation of p53 and p53 response genes (LIF, CCL20). The putative role of LIF in the induction of
Treg and M-M@ polarization is also shown. F. Correlation between MTX responsiveness and TS

expression in monocytes and macrophages.
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Figure 5
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GeneSymbol | Log,FC | Adj p-value GeneSymbol | Log,FC | Adj p-value
CCL20 8,6231 0,0035 AZU1 -2,8427 0,0014
VGF 8,1866 0,0022 PDE9A -2,8440 0,0014
MMP10 7,8972 0,0014 HSPA6 -2,9124 0,0023
IL24 7,0336 0,0013 TCEA3 -2,9163 0,0017
RRAD 6,9096 0,0015 ADAMTS10 |-2,9228 0,0028
MMP1 6,8917 0,0023 RNASE3 -2,9847 0,0192
EDN1 6,8055 0,0021 RNASE2 -2,9996 0,0161
RND3 6,6856 0,0026 P2RY12 -3,0084 0,0024
ABCB5 6,5076 0,0036 RNASE2 -3,0111 0,0178
@ KRT23 6,4602 0,0074 § ADRB1 -3,0325 0,0098
§° NEURL3 6,4368 0,0052 8 ADSSL1 -3,0925 0,0040
o CcCL4 6,3714 0,0037 E NFE2 -3,1872 0,0029
E LIF 6,2426 0,0014 '—; RNASE4 -3,2023 0,0014
gn CAMK1G 5,9884 0,0047 én SERPINB10 |-3,2225 0,0060
E_ TNFSF15 5,9670 0,0013 § AQP7 -3,3934 0,0019
> MET 5,9553 0,0016 a TNNT3 -3,4732 0,0014
CLDN14 5,7570 0,0037 CRH -3,5512 0,0096
ARC 5,7272 0,0013 LEP -3,6789 0,0257
RSAD2 5,6707 0,0062 AQP7P1 -3,7193 0,0027
NEFM 5,6161 0,0013 PAGE2B -3,9029 0,0016
ITGB1BP3 5,4469 0,0017 MTL5 -4,0766 0,0051
SLC1A2 5,3950 0,0014 F13A1 -4,1313 0,0147
TRAF1 5,3738| 0,0013 AQP7P1  |-4,2525| 0,0059
CCR7 5,3222 0,0089 WDR86 -4,4012 0,0184
NEU4 5,2990 0,0260 ELANE -4,6321 0,0052

Supplementary table 1.- Top 25 MTX-upregulated and down-regulated genes
in monocytes differentiated with GM-CSF (Mo+GM).
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Mo + GM (MTX) Mo + M (MTX)

GeneSymbol | Log,FC | Adj p-value | Log,FC | Adj p-value
VGF 8,1866 0,0022 | 7,6693 0,0238
IL24 7,0336 0,0013 | 7,3538 0,0211
RRAD 6,9096 0,0015 | 6,5155 0,0489
INHBA 1,2957 0,0155 | 6,4291 0,0211
LCEIC 3,9363 0,0070 | 6,4208 0,0232
AIMIL 3,5381 0,0013 | 6,2569 0,0211
HCAR3 1,8500 0,0349 | 5,5413 0,0364
RHCG 4,6087 0,0014 | 5,4551 0,0232
g IL8 3,1873 | 00251 [ 52479 0,0478
8 IL1A 3,3824 0,0309 | 5,2014 0,0392
2 NEU4 5,2990 0,0260 | 5,1417 0,0494
= PLK2 4,4700 0,0149 | 5,0879 0,0478
3 NIPAL4 3,4075 0,0046 | 4,9316 0,0344
E HES4 5,2059 0,0013 | 4,8325 0,0211
S| GDris 43778 | 0,0014 | 4,7209 |  0,0485
s GZMB 4,8802 0,0016 | 4,5576 0,0449
E ARC 5,7272 0,0013 | 4,4585 0,0211
S MET 5,9553 0,0016 | 4,2814 0,0217
ULBP1 4,1197 0,0030 | 4,2661 0,0211
CD70 3,4693 0,0131 | 4,2201 0,0478
KRT17 4,0319 0,0033 | 4,0514 0,0229
AREG 4,8916 0,0019 | 4,0365 0,0489
BEX2 4,4017 0,0028 | 3,9610 0,0238
S1PR3 3,5087 0,0026 | 3,9560 0,0217
LAMP3 5,2216 0,0013 | 3,7114 0,0370
LIF 6,2426 | 0,00138 | 3,7054 0,0259

Supplementary table 2.- Top 25 commonly MTX-regulated
genes in monocytes differentiated with GM-CSF (Mo+GM) or

M-CSF (Mo+M).

John Wiley & Sons
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Supplementary Figure 1
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Supplementary Figure 1.- IL24, AREG, CD32 and THBS1 mRNA expression levels determined by gRT-
PCR on monocytes differentiated with GM-CSF (Mo+GM) or M-CSF (Mo+M) in the absence or in the
presence of MTX (5 uM). Results are expressed as relative mRNA levels, which indicate the expression of
each gene in MTX-treated relative to its expression in untreated cells. Mean and SEM of six independent
donors are shown (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001).

John Wiley & Sons



Arthritis & Rheumatology

Supplementary Figure 2
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Supplementary Figure 2. MTX dose-response and folinic acid competition in long-term experi-
ments. CCL20 (upper panels) and LIF (lower panels) expression levels determined by qRT-PCR (A) or
ELISA (B) on monocytes differentiated in the presence of the indicated doses of MTX. MTX was added
once on monocytes and mRNA (A) or protein (B) levels were measured at day 7 of the GM-CSF or M-CSF-
induced differentiation. CCL20 (upper panels) and LIF (lower panels) expression levels determined by
gRT-PCR (C) or ELISA (D) on monocytes differentiated in the presence of MTX (50 nM) and folinic acid
(FA, 100 uM). MTX and FA were added once on monocytes and mRNA (C) or protein (D) levels were mea-
sured at day 7 of the GM-CSF or M-CSF-induced differentiation. For A,C results are expressed as relative
mRNA levels, which indicates the expression of each gene in MTX-treated relative to its expression in
untreated cells in every point. Mean and SEM of five (A) or three (C) independent donors are shown
(*p<0.05, **p<0.01). For B, D results indicate the expression of each cytokine in MTX-treated relative to its
expression in untreated cells at every point. Mean and SEM of five (B) or three (D) independent donors are
shown (*p<0.05, **p<0.01).
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Supplementary Figure 3
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Supplementary Figure 3.- Effect of MTX on myeloid cells, fibroblast and HEK 293T cells.- A. MET (left panel)
and GDF15 (right panel) mRNA expression levels determined by gRT-PCR on monocytes (Mo), GM-M@ or
M-M@ in the absence or in the presence of 50 nM of MTX for the indicated time points. Mean and SEM of four
independent donors are shown (*p<0.05). B. CCL20, LIF, MET and GDF15 mRNA expression levels determi-
ned by gRT-PCR on fibroblast (upper panel) and HEK 293T cells (lower panel) in the absence or in the presen-
ce of 50 nM of MTX for the indicated time points. Mean and SEM of four independent experiments are shown
(*p<0.05). C. TYMS mRNA expression levels determined by gRT-PCR on fibroblast and HEK 293T cells in the
absence or in the presence of 50 nM of MTX for the indicated time points. Mean and SEM of four independent

experiments are shown (*p<0.05).
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Supplementary Figure 4
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Supplementary Figure 4.- Uptake and intrace-
llular concentration of MTX in GM-M@ and
M-M@. A. [3H]-MTX (50 nM) uptake was asses-
sed at pH 7.4 for the indicated time in GM-MQ
and M-M@. B. Intracellular MTX was detected
by HPLC in GM-M@ and M-M@ exposed to
50nM of MTX during 48h.

John Wiley & Sons



Page 39 of 43

Supplementary Figure 5
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Supplementary Figure 5.- Expression of folate/MTX metabolizing enzymes during macrophage differen-
tiation. FPGS, GGH, DHFR, TYMS, GART, ATIC and MTHFR mRNA expression levels determined by
gRT-PCR on monocytes differentiated to GM-M@ or M-M@ at the indicated time points along GM-CSF
(Mo+GM-CSF) or M-CSF (Mo+M-CSF)-induced differentiation. Mean and SEM of four independent donors

are shown (*p<0.05).
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Supplementary Figure 6
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Supplementary Figure 6.-Nutlin-3 induces
p53-dependent gene expression in GM-M@ and
M-M@. CCL20, LIF, MET and GDF15 mRNA
expression levels determined by qRT-PCR on
GM-M@ and M-M@ treated for 48h with 10 pM of
nutlin-3. Mean and SEM of six independent
donors are shown.
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Supplementary Figure 7
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Supplementary Figure 7.- Expression of p53 by macrophages from RA joints. A. Immu-
nofluorescence analysis of active RA synovial tissue, as determined by confocal micros-
copy using CD163-, and p53-specific antibodies. Nuclei were counterstained with DAPI.
The experiment was done on three independent samples from each type, and a repre-
sentative experiment is shown. Scale bars: 100 um. B. Magnification (20X) of the areas
indicated by a dotted square in A. C. Quantification of p53 staining in CD163 macro-
phages from normal (normal synovium) and active RA synovial tissue (RA).
Background-subtracted mean intensities (in a.u.) from 150-300 macrophages/tissues
were plotted, and average + SEM are shown (3 independent samples and 3 random
fields by tissue type). Percentage of positive cells (> 25 a.u.) is indicated for each
sample. Scale bars, as indicated (***, p<0.001).
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SUPPLEMENTAL MATERIALS AND METHODS

MTX uptake.- [3",5",7-*H(N)]MTX (25 Ci/mmol, Moraveck Biochemicals) was used at 50
nM. Uptake experiments were performed in Krebs buffer (123 mM NaCl, 4.9 mM KCI, 1.2
mM MgSO,, 0.85 mM CaCl2, 5 mM D-glucose, 10 mM HEPES, and 10 mM MES, adjusted
to pH 5.5 or pH 7.4 with NaOH). Macrophages (3x10°) were rinsed twice with Krebs buffer at
37°C, after which uptake was initiated by adding 300 pl uptake medium containing *H-MTX
for 5 min at 37°C. Cells were washed with ice-cold Krebs buffer at pH 7.4, solubilized with
1%SDS 0.2N NaOH and used for determination of radioactivity by liquid scintillation
spectrometry. Protein concentrations of the lysates were determined using the DC Protein

Assay (Bio-Rad).

MTX quantitation.- MTX was detected and quantified using a 7200 Infinity ultra-high
performance liquid chromatograph coupled to a 6490 triple quadrupole mass spectrometer
provided with an iFunnel electrospray ionization source (UHPLC-ESI-QgqQ-MS) (Agilent
Technologies, Santa Clara, USA) and a Acquity UPLC HSS T3 column (2.1 x 100 mm, 1.8
um) (Waters Corporation, Mildford, USA). UHPLC conditions were as follow: mobile phase
A: 50 mM ammonium acetate + 0.2% formic acid in water and B: acetonitrile. Gradient (in
minutes/%B): 0/0%; 1.5/15%; 5/30%; 7/55%; 10/65%; 11/100%; 13/100%; 14/0%; 16/0%.

Flow at 0.2 mL/min. Injection volume, 2 L.

John Wiley & Sons
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Gene name GeneBank ID Oligonucleotide sequences sense Oligonucleotide sequences antisense
CCL20 NM_004591 gctgcetttgatgtcagtgcet gcagtcaaagttgcttgctg

LIF NM_002309 tgccaatgccctctttattc gtccaggttgttggggaac
IL24 NM_001185156 cccagaaactgtgggaagc gggcactcgtgatgttatcc
MET NM_000245 aaatgtgcatgaagcaggaa tctctgaattagagcgatgttga
GDF15 NM_004864 ccggatactcacgccaga agagatacgcaggtgcaggt
AREG NM_001657 tgatcctcacagctgttgcet tccattctcttgtcgaagtttct
TYMS NM_001071 cccagtttatggcttccagt gcagttggtcaactccctgt
MTHFR NM_005957 ccgggttaattaccaccttg attcggctgcagttcagg

GGH NM_003878 aggctggatcttacagagaaagac ctgagcgtctgaggtcaaca
FPGS NM_004957 ccctgecagtttgactatge ctgtgaagttctgttggtctgc
DHFR NM_000791 tcccagaacatgggcatc tggtcattctctggaaatatctga
GART NM_000819 tccctgagaaacttggggta gctgcaaccatgagaagacc
ATIC NM_004044 gagggactgcaaaagctctc ggaaatcccgtcaactcaga
SLC19A1 NM_194255 cagttcctegtgeccatc ggcaaagaacgtgttgacc
TBP NM_003194 cggctgtttaacttcgcttc cacacgccaagaaacagtga
CD32 NM_004001 cggctgtttaacttcgcttc cacacgccaagaaacagtga
THBS1 NM_003246 caatgccacagttcctgatg tggagaccagccatcgtc

Supplementary Table 3.- Oligonucleotide sequence used to quantify mRNA transcripts by gRT-PCR

John Wiley & Sons
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