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RESUMEN

Los macro6fagos son células del sistema inmunitario innato cuya plasticidad juega un papel
importante tanto en el establecimiento de un proceso inflamatorio como en la resolucién de
la inflamacién y el mantenimiento de la homeostasis de los tejidos del organismo. Asi, una
desregulacién desmedida de sus funciones puede causar la aparicién de enfermedades y
favorecer su agravamiento. Como si de dos polos opuestos se tratase, los macroéfagos
presentan dos estados de polarizacidn: el perfil proinflamatorio (M1) y el perfil
antiinflamatorio (M2). Estudios anteriores han relacionado estos dos perfiles con los
macréfagos derivados de monocitos estimulados in vitro con el factor estimulador de
colonias de granulocitos-macréfagos GM-CSF (GM-M@) o con el factor estimulador de
colonias de macréfagos M-CSF (M-M@), respectivamente.

El perfil de polarizacion M2 se relaciona comtinmente con los macréfagos asociados a
tumores (TAMs) en cancer. En este trabajo se estudia el efecto transcripcional y funcional de
dosis altas de metotrexato (HD-MTX), un fairmaco antifolato empleado durante décadas para
el tratamiento de diferentes tipos de cancer, sobre M-M@. El transcriptoma de los M-M@ esta
enriquecido en la firma genética que define a TAMs que tienen actividad protumoral (TAMs
“grandes”). HD-MTX inducen un aumento de expresion de los genes proinflamatorios IL1B
e INHBA en M-M@, y el transcriptoma resultante se asemeja al de TAMs “pequenos” de perfil
antitumoral. También fuerza la adquisicion de un fenotipo IL-6hish]FN{31high]L-10lw en
respuesta a sefiales de peligro. El efecto de reprogramaciéon inducido por HD-MTX
correlaciona con una reduccion de la expresion y actividad del receptor de M-CSF (CSF1R),
asi como con una disminucidén en la expresion de los factores de transcripcion MAF y MAFB,
que son determinantes primarios del perfil génico y funcional de los M-M@, y cuya actividad
depende de GSK3. De hecho, la capacidad reprogramadora de HD-MTX sobre macro6fagos
humanos hacia un fenotipo antitumoral se puede prevenir mediante la inhibicién de GSK3.
Ademas del efecto antiproliferativo en la célula tumoral, los resultados establecen que HD-
MTX tienen un efecto reprogramador en macréfagos. Los resultados sugieren que el eje
GSK3B-MAFB/MAF constituye una potencial diana en estrategias antitumorales focalizadas
en macroéfagos.

La artritis reumatoide (RA) es una enfermedad autoinmune e inflamatoria crénica que cursa
con una inflamacién severa de la membrana sinovial (sinovitis), y se caracteriza por la
extravasacion de monocitos de sangre periférica que dan lugar a macréfagos derivados de
monocitos (MDMs), y por un aumento en la proliferacion de fibroblastos. Los macréfagos en
este contexto adquieren un perfil de polarizaciéon proinflamatorio y producen una gran
cantidad de citoquinas (IL-6, TNF-a, GM-CSF) que exacerban el proceso inflamatorio, lo que
culmina con la destruccion del hueso cercano a la articulacién y lleva a una rigidez extrema
de las articulaciones. En este trabajo se explora el efecto transcripcional y funcional de los
inhibidores de Janus quinasas (JAKi) sobre la diferenciacion de macréfagos derivados de
monocitos en presencia de GM-CSF, factor que impulsa el desarrollo y la patogénesis de la
RA. Los JAKi, firmacos antirreumaticos modificadores de la enfermedad sintéticos dirigidos
(tsDMARDs) de segunda linea, son moléculas pequeiias inhibitorias de las Janus quinasas
(JAKs), una familia de enzimas (JAK1, JAK2, JAK3 y TYK2) asociadas a receptores de
citoquinas y hormonas que activan rutas de sefializacién implicadas en procesos patolégicos
y fisiolégicos. El receptor de GM-CSF (GM-CSFR) se asocia a un homodimero de JAK2 que es
inhibido por los JAKi de manera dosis-dependiente. Los JAKi inducen un aumento de
expresion génica y proteica de MAFB y de genes dependientes de MAFB (IL-10, CD163,
LGMN) en los GM-M@. Desde el punto de vista transcripcional, sesga a los macrdfagos hacia
la adquisicion de un perfil antiinflamatorio que esta enriquecido positivamente en genes de
macrdéfagos sinoviales asociados a la resolucién de la inflamacion, efecto que es dependiente
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del factor de transcripcién MAFB. Los GM-M@ tratados con JAKi aumentan la produccién de
IL-10 y disminuyen la concentracion de IL-6 en respuesta a LPS. También tienen mayor
actividad fagocitica y eferocitica, funciones fundamentales para el mantenimiento de la
homeostasis y que son propias de M-M@ y de macréfagos residentes de tejido. In vivo,
resultados preliminares del estudio observacional JAKi_ MONOMAC en pacientes con RA
activa que no responden adecuadamente al tratamiento con DMARDs sintéticos
convencionales (csDMARDs) o biolégicos (bDMARDs), han permitido descubrir que el
tratamiento con JAKi recupera la frecuencia de las subpoblaciones alteradas de monocitos
de sangre periférica (clasicos, intermedios y no clasicos) a las proporciones encontradas en
poblacidn sana.

En esta tesis se propone al factor de transcripcién MAFB como uno de los agentes implicados
en el proceso de reprogramacion inducido por HD-MTX y JAKi en los macréfagos humanos
derivados de monocitos. Dado que la actividad de MAFB depende de GSK3, el eje
GSK3/MAFB parece ser la diana farmacolégica clave en la reprogramaciéon de macréfagos
como estrategia terapéutica en enfermedades inflamatorias.
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ABSTRACT

Macrophages are cells of the innate immune system whose plasticity plays a crucial role in
both establishing an inflammatory process and resolving inflammation, as well as
maintaining tissue homeostasis. Therefore, excessive dysregulation of their functions can
lead to the onset of diseases and contribute to their progression. Like two opposite poles,
macrophages exhibit two polarization states: the pro-inflammatory profile (M1) and the
anti-inflammatory profile (M2). Previous studies have linked these two profiles with
macrophages derived from monocytes stimulated in vitro with granulocyte-macrophage
colony-stimulating factor GM-CSF (GM-M@) or with macrophage colony-stimulating factor
M-CSF (M-M@), respectively.

The M2 polarization profile is commonly associated with tumor-associated macrophages
(TAMs) in cancer. This work investigates the transcriptional and functional effects of high-
dose methotrexate (HD-MTX), an antifolate drug used for decades in the treatment of
various types of cancer, on M-M@. The transcriptome of these macrophages is enriched in
the gene signature that defines protumoral TAMs ("large" TAMs). HD-MTX induces an
increase in the expression of pro-inflammatory genes ILIB and INHBA in M-M@. The
resulting transcriptome resembles that of "small" TAMs with an antitumoral profile. Also,
drives the acquisition of an IL-6high]FN{1hish]L.-10lw phenotype in response to danger
signals. The reprogramming effect induced by HD-MTX correlates with a reduction in the
expression and activity of the M-CSF receptor (CSF1R), as well as a decrease in the
expression of transcription factors MAF and MAFB, which are primary determinants of the
gene and functional profiles of M-M@, and whose activity depends on GSK3. In fact, the
reprogramming ability of HD-MTX on human macrophages toward an antitumoral
phenotype can be prevented by inhibiting GSK3. In addition to its antiproliferative effect on
tumor cells, the results demonstrate that HD-MTX exerts a reprogramming effect on
macrophages. The findings suggest that the GSK33-MAFB/MAF axis represents a potential
therapeutic target in macrophage-focused antitumoral strategies.

Rheumatoid arthritis (RA) is a chronic autoimmune and inflammatory disease characterized
by severe inflammation of the synovial membrane (synovitis) and is marked by the
extravasation of peripheral blood monocytes that give rise to monocyte-derived
macrophages (MDMs) and increased fibroblast proliferation. In this context, macrophages
acquire a pro-inflammatory polarization profile and produce large amounts of cytokines (IL-
6, TNF-a, GM-CSF) that exacerbate the inflammatory process, ultimately leading to the
destruction of bone near the joint and resulting in extreme joint stiffness. This work
explores the transcriptional and functional effects of Janus kinase inhibitors (JAKi) on the
differentiation of monocyte-derived macrophages in the presence of GM-CSF, a factor
driving the development and pathogenesis of RA. JAKi, second-line targeted synthetic
disease-modifying antirheumatic drugs (tsDMARDs), are small molecules that inhibit Janus
kinases (JAKs), a family of enzymes (JAK1, JAK2, JAK3, and TYK2) associated with cytokine
and hormone receptors that activate signaling pathways implicated in both pathological and
physiological processes. The GM-CSF receptor (GM-CSFR) is associated with a JAK2
homodimer that is inhibited by JAKi in a dose-dependent manner. JAKi induce increased
gene and protein expression of MAFB and MAFB-dependent genes (IL-10, CD163, LGMN) in
GM-M@. At the transcriptional level, JAKi shift macrophages toward an anti-inflammatory
profile that is positively enriched with genes associated with synovial macrophages involved
in inflammation resolution, an effect that is dependent on the MAFB transcription factor.
GM-M@ treated with JAKi show increased IL-10 production and decreased IL-6 levels in
response to LPS. They also display enhanced phagocytic and efferocytic activity, which are
critical functions for maintaining homeostasis and are characteristic of M-M@ and tissue-
resident macrophages. In vivo, preliminary results from the observational JAKi MONOMAC
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study in patients with active RA who do not respond adequately to conventional synthetic
DMARDSs (csDMARDs) or biologic DMARDs (bDMARDs), have revealed that JAKi treatment
restores the frequency of altered peripheral blood monocyte subpopulations (classical,
intermediate, and non-classical) to levels found in healthy individuals.

This thesis proposes the transcription factor MAFB as one of the key agents involved in the
reprogramming process induced by HD-MTX and JAKi in human monocyte-derived
macrophages. Given that MAFB activity depends on GSK3, the GSK3/MAFB axis appears to
be the key pharmacological target in macrophage reprogramming as a therapeutic strategy
in inflammatory diseases.
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Sistema fagocitico mononuclear humano: monocitos y macréfagos

Monocitos

Los monocitos son células del sistema inmunitario innato (IIS) que se originan en la
médula ésea a partir de células madre precursoras hematopoyéticas (HSPCs) y de
precursores mieloides, y son liberados al torrente sanguineo donde poseen una vida media
de uno a siete dias. Pueden diferenciarse a macréfagos o células dendriticas tras
extravasarse a los distintos tejidos. Su destino celular dependera de las sefiales y factores
estimulantes presentes en los distintos lugares de infiltracion 1.

En sangre periférica, los monocitos circulantes representan en torno a un 5-10% del
total de células inmunitarias 2-* y se distinguen tres subpoblaciones en base a la expresion
de los marcadores cluster of differentiation (CD)14 y CD16 >6, y HLA-DR 7:

e Los monocitos clasicos (CD14+*CD16-HLA-DR) representan el 85% del total
de monocitos en sangre periférica y permanecen en sangre alrededor de 0,4-
2,4 dias dependiendo de las necesidades fisiol6gicas 89. Basalmente, los
monocitos clasicos permanecen en sangre periférica y, con el tiempo, se
convierten en monocitos no clasicos, tras pasar por un estado previo como
monocito intermedio 8. Mediante receptores de quimioquinas C-C (CCRs),
fundamentalmente CCR2, salen de médula 6sea y viajan rapidamente a
través del torrente sanguineo 1911, Una vez es detectado el ligando especifico
producido en el tejido dafiado, son capaces de extravasarse a ese tejido y
actuar en el sitio de la inflamaciéon, donde producen citoquinas (como
S100A12) en respuesta a los estimulos inflamatorios y participan en el
proceso de reparacion tisular 1812, Tras el proceso inflamatorio, este tipo de
monocitos puede servir como fuente de nuevos macrdéfagos o células
dendriticas residentes de tejido 13.14,

e Los monocitos intermedios (CD14+*CD16*HLA-DR++) suponen el 5% del
total de monocitos en sangre periférica y poseen una vida media de uno a
cuatro dias 2. Los monocitos intermedios tienen su origen en el proceso de
maduracién de los monocitos clasicos. En condiciones fisioldgicas, estos
monocitos permanecen en sangre periférica y maduran a monocitos no
clasicos 8. Cuando se establece un proceso inflamatorio, tanto monocitos
clasicos como monocitos intermedios se extravasan al tejido dafiado, pero
estos ultimos se caracterizan por una elevada capacidad de presentacion
antigénica, relacionada con una mayor expresion de los genes implicados en
la presentaciéon de antigenos (como CLECI0A) y de activaciéon de los
linfocitos T en comparaciéon con los monocitos clasicos . Como los
monocitos clasicos, pueden responder a los estimulos patogénicos liberando
citoquinas proinflamatorias como la interleuquina 1 (IL-13) y el factor de
necrosis tumoral o (TNF-a) 15.
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e Los monocitos no clasicos o monocitos de patrullaje (CD14+*CD16*HLA-DR*)
representan el 10% de monocitos totales en sangre periférica y son los que
poseen la vida media mas larga, entre dos y siete dias 8°. Son la forma
madurativa final de los monocitos clasicos, que se han mantenido en el
torrente sanguineo con el objetivo de monitorizar la integridad del endotelio
vascular 16, Se mueven mas lentamente, practicamente adheridos a la
superficie del endotelio vascular gracias a la expresion de proteinas
implicadas en el control del citoesqueleto. Este control sobre el citoesqueleto
les permite, ademas, poseer una mayor actividad fagocitica, lo que explica su
papel como células de “patrullaje” 8.

Macrofagos

Los macroéfagos son componentes clave del IIS que residen en practicamente todos
los tejidos de mamiferos adultos y representan en torno al 10-15% del total de células de
estos, donde funcionan como centinelas del sistema inmunitario. Los macréfagos presentan
funciones comunes en todos los tejidos, como la funcién de vigilancia que mantiene la
homeostasis del tejido (reconociendo y eliminando células senescentes o andmalas), y la
funcién protectora (reaccionando frente a dafio tisular o infecciones mediante el inicio,
desarrollo y resolucion de la respuesta inflamatoria) 17,18

Los macréfagos pueden clasificarse en dos tipos segtin su ontogenia: los macro6fagos
residentes de tejido (TRMs) procedentes del saco vitelino o del higado fetal durante el
desarrollo embrionario 19, y los macréfagos derivados de monocitos procedentes de médula
6sea (MDMs) 20, Como consecuencia, el tejido adulto se compone de un mosaico de las tres
poblaciones de macroéfagos ontogénicamente diferentes: los macréfagos primitivos del saco
vitelino, los macréfagos derivados de monocitos del higado fetal y los MDMs 1821, En el
adulto, la poblacién de TRMs tiene la capacidad de autorrenovarse, pero también puede
derivar de monocitos de sangre periférica en menor medida 1922, Los TRMs exhiben, por
tanto, una gran diversidad fenotipica y funcional dependiente de su origen ontogénico, su
perfil genético y epigenético, su tejido de residencia (y su localizacién dentro de este), y de
los factores y sefales tisulares presentes en el microambiente local 21. Esto da lugar a que
los TRMs muestren un espectro de estados de activacién muy amplio, en cuyos extremos
encontramos a los macréfagos M1, como representantes del perfil proinflamatorio con
funciones microbicidas e inmunoestimuladoras, y a los macréfagos M2, como
representantes del perfil antiinflamatorio, con funciones de eliminacién de células
senescentes o andmalas, e inmunomoduladoras 1821.23-25, De manera general, los TRMs
muestran una configuracion por defecto similar al perfil M2.

Estados de activacidn de los macréfagos

Los macro6fagos son células con una gran plasticidad, propiedad que les permite
“adaptarse” a su entorno para responder de manera eficaz a los estimulos y ejercer sus
funciones. Existen diversos factores a través de los cudles los macréfagos adquieren
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diferentes estados de activacion (Fig. 1). Los factores intrinsecos, como el perfil génico o
funcional del macréfago, determinan su capacidad para responder ante estimulos, como
sefiales de dafio tisular o infecciones 21. Mutaciones en el gen Spil en ratones, que codifica
para el factor de transcripciéon PU.1, implicado en la diferenciacién de macréfagos, se han
visto relacionadas con el desarrollo de enfermedades como la leucemia, el lupus eritematoso
sistémico (SLE) o la artritis reumatoide (RA) 2627, Otros factores de transcripcion, como la
proteina de unién al potenciador/CCAAT (C/EBP), MAF y MAFB junto a PU.1 dan forma a la
identidad y a las funciones de los TRMs 17. Entre las funciones de los macréfagos, aquellos
que mantienen una fagocitosis activa se han asociado con un perfil mas antiinflamatorio 21.
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Figura 1. Factores que promueven la identidad de los TRMs. La identidad de los TRMs viene dada
por: su origen, el ambiente tisular, el estado inflamatorio y el tiempo de residencia en el tejido.

Adaptada de 21.

Otro de los factores determinantes del estado de activacion y de la identidad de los
TRMs son aquellos asociados al tejido o nicho de residencia del macroéfago. Desde etapas
tempranas del desarrollo, los tejidos embrionarios que alojan a los macréfagos liberan una
serie de sefiales que modifican su identidad de manera dependiente del tejido y del tiempo.
Asi, el factor estimulante de colonias de granulocitos-macréfagos (GM-CSF) es necesario
para el desarrollo y las funciones de los macréfagos alveolares, mientras que el factor
estimulante de colonias de macréfagos (M-CSF) es una de las principales citoquinas
conductoras de la adquisicion del perfil antiinflamatorio en los TRMs. Incluso, otras células
presentes en el mismo tejido son capaces de modificar el perfil de los macréfagos como
ocurre, por ejemplo, en el higado, donde la accién que ejercen las células estrelladas y
endoteliales sobre los macréfagos da lugar a la adquisicién del perfil de los macréfagos
residentes del higado o células de Kupffer. Es importante resaltar que, en los tejidos, no solo
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hay un tipo de macro6fago, sino que pueden encontrarse diferentes subpoblaciones. Por
ejemplo, en higado no solo residen células de Kupffer, sino que también encontramos
macréfagos capsulares, MDMs y macréfagos peritoneales remanentes de una respuesta
inflamatoria anterior. Los TRMs también son capaces de responder a las sefiales
extratisulares producidas por células de otros tejidos formando una red integradora de
sefiales a distancia. Se ha observado en ratones con insuficiencia cardiaca que el sistema
nervioso es capaz de estimular a los TRMs de rifién para producir GM-CSF y liberarlo al
torrente sanguineo. Este GM-CSF llega al tejido cardiaco y actia sobre los TRMs del corazon,
lo que les permite controlar la actividad de los cardiomiocitos y la presion cardiaca 2.

Por ultimo, el ambiente inflamatorio en los tejidos ha mostrado ser un factor clave
para el proceso de diferenciacion y para la adquisicion de funciones en los TRMs y MDMs.
La liberacién de citoquinas proinflamatorias como la IL-6, la IL-1f3, el TNF-a y el GM-CSF,
contribuyen a la adquisicién del perfil proinflamatorio de los macréfagos presentes en el
tejido. Una vez que el proceso inflamatorio ha terminado, otras citoquinas como la IL-10 o
el M-CSF enfrian la respuesta inflamatoria y los macr6fagos recuperan su perfil
homeostatico. Adicionalmente, los macréfagos que derivan de precursores de médula 6sea
pueden adquirir el programa transcripcional de los macré6fagos de origen embrionario a los
que reemplazan en el tejido tras la resolucion de la inflamacién 17,21,

Todo esto implica que, a pesar de que los TRMs poseen un programa transcripcional
y funcional definido por el tejido, siguen teniendo la capacidad de adaptarse a los nuevos
entornos que se generan en su tejido de residencia.

Clasificacién de macréfagos: de subpoblaciones identificadas por secuenciacion de
célula dnica a modelos de polarizacién in vitro M1 y M2

El avance en la tecnologia de secuenciacién masiva ha permitido el desarrollo de
técnicas que permiten diferenciar subpoblaciones celulares en los tejidos humanos. Tal es
el caso de la actual y reciente técnica de secuenciacién de célula inica scRNA-seq. Lo mas
destacable de esta técnica es que el acido ribonucleico (RNA) de cada célula presente en un
tejido es analizado por separado y posee un numero de identificacién propio que lo
diferencia del resto. Esto ha permitido el desarrollo de bases de datos ptublicas (como el
Human Cell Atlas Consortium) de poblaciones de células inmunitarias y no inmunitarias en
el contexto de la salud y la enfermedad 21. Estos tltimos avances subrayan la gran diversidad
de macroéfagos localizados en los tejidos del organismo, lo que supone un gran reto para
acercar los estudios in vitro a la realidad de los tejidos in vivo. Mas adelante se describiran
las subpoblaciones de macréfagos presentes en el entorno tumoral, asi como aquellos
presentes en la membrana sinovial de RA, como ejemplo de la complejidad de la polarizacién
in vivo. No obstante, numerosos estudios in vitro realizados con macréfagos M1 y M2 28-32
han servido para explicar diferentes aspectos de sus funciones in vivo en el contexto de estas
patologias 3334, Por todo ello, para el desarrollo de esta tesis hemos utilizado macroéfagos
diferenciados in vitro a partir de monocitos humanos con GM-CSF (para el perfil M1) o con
M-CSF (para el perfil M2) (Fig. 2).

Los monocitos pueden diferenciarse in vitro a macréfagos M1 en respuesta a
diferentes factores, como el tratamiento combinado de interferén y (IFN-y) mas
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lipopolisacarido (LPS), o mediante GM-CSF 35-37, El GM-CSF, codificado por el gen CSF2, es
un factor que promueve la diferenciacién de monocitos hacia macréfagos de perfil
proinflamatorio y antitumoral (IL-10%wTNF-ahigh]L-6high), efecto que depende en gran
medida de Activina A 38-40, La Activina A, codificada por el gen INHBA, es una proteina
expresada ampliamente en multitud de tejidos y células, que tiene la capacidad de promover
efectos proinflamatorios en el inicio y en el desarrollo de un proceso inflamatorio, de una
manera dependiente de la concentracion 41. Ademads, en estudios realizados sobre
macrdéfagos in vitro, se ha observado que promueve la adquisicidn de genes caracteristicos
de la polarizacion dependiente de GM-CSF (CCR2, EGLN3, CCL17), y limita la adquisicion de
genes dependientes de la polarizaciéon mediada por M-CSF (FOLRZ2, IL10, IGF1), asi como de
la produccién de IL-10 en respuesta a LPS 2840, La concentracién sistémica de GM-CSF es
muy baja en individuos sanos y solamente aumenta en condiciones de inflamacién 42, En
tejidos humanos, el GM-CSF es producido por una amplia variedad de células inmunitarias
como linfocitos T, macréfagos, células dendriticas, eosinéfilos, neutroéfilos, y por otros tipos
celulares como los fibroblastos o las células endoteliales 4243, Tras la uniéon del GM-CSF a su
receptor (GM-CSFR), se inicia una cascada de sefalizaciéon que activa a determinados
factores de transcripciéon que regulan la expresion de genes proinflamatorios. Entre los
factores de transcripcién implicados en la adquisicién del perfil proinflamatorio se
encuentran: el transductor de sefiales y activador de la transcripcion 1 (STAT1) 4445y STAT5S
46, ¢l factor regulador de interferén 5 (IRF5) 4748 y el factor nuclear-kB (NF-kB) 4°. Los
macroéfagos derivados de monocitos in vitro estimulados con GM-CSF (GM-M@) adquieren
un perfil de expresién génico caracterizado por la expresién de MMP12, CCL17, CCR2, CD1B,
CLEC7A, ECSCR, EGLN3, INHBA y TNF 285051 En membrana, se caracterizan por una alta
expresion de las proteinas CD80, CD86, complejo de histocompatibilidad 11 (MHCII),
receptor de IL-1 (IL-1R), receptor de tipo Toll 2 (TLR2) y TLR4 52, Producen concentraciones
elevadas de Activina A 2853, y en respuesta a ligandos de TLRs producen grandes
concentraciones de citoquinas proinflamatorias (IL-1B, IL-6, 1L-12p40, IL-23, TNF-q,
Activina A) y de quimioquinas reclutadoras de diferentes tipos de células inmunitarias
(CCL7, CCL17), y bajas concentraciones de IL-10 2851,54-56,

Los macrofagos son responsables del control de la respuesta inflamatoria 57,
mediante el reconocimiento de patrones moleculares asociados a patégenos (PAMPs), como
el LPS o el imiquimod, o patrones moleculares asociados a dafio (DAMPs), como proteinas
citosoélicas o nucleares, a través de receptores de reconocimiento de patrones (PRRs), como
los TLRs o los receptores de lectina tipo C (CLRs) 3. Esta sefializacion estimula la produccién
de mediadores que reclutaran a neutréfilos y monocitos que promoveran la respuesta
proinflamatoria 1. A su vez, los GM-M@ producen grandes cantidades de TNF-q, IL-12 e IL-
23, lo que activa las respuestas de los linfocitos T colaboradores 1 (Th1) y Th17 8. Los
linfocitos T producen el IFN-y necesario para la adquisicion del perfil proinflamatorio en los
macréfagos y retroalimentan el proceso proinflamatorio >°. La respuesta Th17 esta
implicada en procesos inflamatorios créonicos y en el desarrollo de enfermedades
autoinmunes, como la RA, la aterosclerosis, la fibrosis pulmonar y la enfermedad de Crohn,
por lo que los GM-M@ son una diana esencial para el manejo de estas enfermedades ©0.61,
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Figura 2. Sistema de diferenciacion in vitro de monocitos a macréfagos humanos y marcadores
caracteristicos de cada perfil de polarizacion. Los factores estimulantes de colonias GM-CSF y M-
CSF promueven la diferenciacion de monocitos a macréfagos GM-M@ y M-M@, respectivamente. Se
representan algunos de los genes caracteristicos y marcadores proteicos (en funciéon de su mayor
expresion, high) de cada perfil de polarizacién.

Los macréfagos M2 de perfil antiinflamatorio pueden obtenerse in vitro a partir de
monocitos de sangre periférica estimulados por IL-4 o por M-CSF. El M-CSF promueve la
diferenciacién de monocitos hacia macréfagos de perfil antiinflamatorio e inmunosupresor
similar a M2 62 y regula su supervivencia, proliferaciéon y quimiotaxis 63-65. Esta proteina
esta codificada por el gen CSF1, y se produce por diferentes tipos celulares como células del
musculo liso, osteoblastos, macréfagos, fibroblastos y células del endotelio 3966, Los
macroéfagos derivados de monocitos in vitro estimulados con M-CSF (M-M@) adquieren un
perfil génico caracterizado por la expresion de CCL2, CD163L1, CD209, CMKLR1, HMOX1,
SLC40A1, FOLR2, HTR2B, IGF1, IL10, MAFB, MAF, SERPINB2 y STAB1 2829515467-70  Ep
membrana, se caracterizan por una alta expresion de las proteinas CD209 30, CD206, CD163
52y FOLR2 29, Producen concentraciones elevadas de Legumaina (LGMN) 71, y en respuesta
a ligandos de TLRs producen grandes concentraciones de citoquinas antiinflamatorias (IL-
10 y TGF-B) 5172,

Para la adquisicion del perfil antiinflamatorio en los M-M@ es necesaria la
participacion de diferentes factores de transcripcién, entre los que se encuentran MAFB 73
y MAF 687475, MAFB y MAF pertenecen a la familia de factores de transcripcion de la
proteina activadora 1 (AP-1) 76, a la que también pertenecen los factores Jun (c-Jun, JunB,
JunD), Fos (c-Fos, FosB, Fra-1, Fra-2), ATF (ATF2, LRF1/ATF3, B-ATF, ]DP1, JDP2) y el resto
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de los miembros de la subfamilia MAF (MAFA, MAFG/F/K, NRL). De manera muy
conservada, todos poseen el dominio basico de cremallera de leucina (bZIP) que les permite
unirse al acido desoxirribonucleico (DNA) y formar homodimeros y heterodimeros. La
subfamilia MAF posee un dominio de homologia adicional llamado regién de homologia
extendida (EHR), que le permite reconocer secuencias de DNA mas largas que las que
reconocen el resto de los miembros de la familia AP-1. Esta regién reconoce sitios
denominados elementos de reconocimiento de MAF (MARE) situados en las proximidades
de sus genes diana 77.

Especificamente, MAFB regula la transcripciéon de genes antiinflamatorios, como
CD163, IL10, CMKLR1 y MS4A6A 79, que forman parte del transcriptoma de los macréfagos
M2. Por ello, los macréfagos que sobreexpresan MAFB y/o algin otro miembro de la
subfamilia MAF se han asociado con un perfil antiinflamatorio y protumoral 77. Este hecho
ha sido contrastado en diferentes patologias, como el cancer o el COVID-19 severo, donde
los macréfagos juegan un rol importante en la respuesta inmunitaria y donde se ha
observado que MAFB estd implicado directamente en la expresién de genes de perfil
protumoral (CCND2, ARKS5, ITGB7, CXCL12, MAF) y profibrético (CCL3, CCL13, CCL18, IL-10,
SPP1, CD163, LGMN, CXCL13) asociados con el establecimiento de dichas patologias 7077,
MAFB se regula por diferentes modificaciones postraduccionales (sumoilaciones y
fosforilaciones). Los residuos susceptibles de ser fosforilados son Ser49, Thr53, Thr57,
Ser61 y Ser65 78, y la enzima encargada, principalmente, de esta tarea es la glucégeno
sintasa quinasa 3 (GSK3) 77. Esta enzima presenta dos isoformas en humanos, GSK3a y
GSK3p, con la misma funcién quinasa sobre residuos de serina y treonina, y se regulan de
manera similar mediante fosforilacién en residuos de serina (Ser21 en GSK3a, Ser9 en
GSK3p) que la inactivan, y tirosina (Tyr216 en GSK3a, Tyr279 en GSK3pB) que la activan 7°.
La fosforilaciéon de MAFB por GSK3 regula su ubiquitinacién y degradacion, asi como su
papel como oncoproteina y sus funciones en diferenciacion celular 77.

Dentro de las funciones de los M-M@ la mas destacable es la fagocitosis. La
fagocitosis es el proceso por el que determinados tipos celulares, como los macro6fagos,
modifican la morfologia de sus membranas para englobar a células o restos celulares y
formar fagolisosomas en el citoplasma, donde seran degradados. Este proceso es empleado
por los macréfagos para eliminar patégenos causantes de infecciones en el organismo, asi
como para eliminar células apoptéticas resultantes de un proceso inflamatorio o como parte
de la propia homeostasis del tejido, momento en el que el proceso pasa a denominarse
eferocitosis 21,80, Otra funcién de los M-M@ consiste en “apagar” el proceso inflamatorio
mediante la produccién de citoquinas inmunomoduladoras como la IL-10 59, 0 mediante la
estimulacion del desarrollo de los linfocitos T reguladores (Tregs) 8.

A continuacidn, se definen los mecanismos de sefializacion de las citoquinas GM-CSF
y M-CSF en la diferenciaciéon de macréfagos in vitro.
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El eje GM-CSF/GM-CSFR

El GM-CSF se describié como un factor de crecimiento hematopoyético gracias a su
capacidad para formar colonias de granulocitos y macréfagos a partir de precursores de
médula ésea in vitro 82, El GM-CSFR se localiza predominantemente en células mieloides,
como los monocitos, los macroéfagos, los neutréfilos y los eosinéfilos 8384, Multitud de
estudios han mostrado que una concentracién elevada de GM-CSF y una mayor expresion
de GM-CSFR estd asociada con un gran numero de enfermedades inflamatorias y/o
autoinmunes 354285,

La sefializacidon por GM-CSF comienza cuando este se une al GM-CSFR (Fig. 3). GM-
CSFR es un receptor multimérico, miembro de la familia de receptores de citoquinas de tipo
I, formado por dos cadenas: la cadena a de unién a ligando de baja afinidad, y la cadena 3
transductora de sefales, que es comin para los receptores de las citoquinas IL-3 e IL-5 86,
Tras la union del GM-CSF, la cascada de sefalizacion es iniciada por la activaciéon de un
homodimero de la Janus quinasa 2 (JAK2) situada en la parte citosdlica y asociada con la
cadena 3 del receptor. La activacion de JAK2 permite, a su vez, la activacion y dimerizacion
de STATS, que se transloca al nicleo y se une al DNA en regiones especificas que regulan la
transcripcion de sus genes diana. Adicionalmente a la sefializacién JAK2-STATS5, se activan
diferentes rutas de sefializacion secundarias: la via de las quinasas de proteinas activadas
por mitégenos (MAPK), la via de la quinasa del 3-fosfoinositido (PI3K) y la via del factor
nuclear-kB (NF-kB) 324687 Sj la concentracién inicial de GM-CSF es baja (<10 pM), se
activara preferencialmente la ruta de la PI3K implicada en supervivencia celular. Por el
contrario, si la concentracion de GM-CSF es elevada (>10 pM), JAK2 fosforila diferentes
residuos de Tyr de la cadena 3 comun (Tyr577, Tyr612, Tyr695, Tyr750, Tyr806, y Tyr866),
y se activaran las otras tres rutas, impulsando tanto la proliferacién como la supervivencia
celular 8788, La sefializacion del GM-CSF se encuentra regulada negativamente por la
quinasa Lyn de la familia de quinasas Src 8999, y por los miembros de la familia de proteinas
supresoras de la sefializacion de citoquinas (SOCS), SOCS1 91 y la proteina SH2 inducida por
citoquinas (CISH) %6, mediante un ciclo de retroalimentacién negativa.
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Figura 3. Rutas de seifializacién iniciadas por GM-CSF y su regulacion. La unién del GM-CSF al
complejo de su receptor (formado por dos cadenas o y dos cadenas 3) produce la activacion de
diferentes rutas de sefializacion (NF-kB, PI3K-AKT, MAPK y JAK2-STAT5). La autofosforilacién de
JAK2 permite la fosforilacién del residuo de Tyr577 de la cadena 8 del receptor, que activa y fosforila
a STAT5 permitiendo su dimerizacién y translocacién al nicleo, donde se unira a las regiones
promotoras que permiten la transcripcion de sus genes diana. Los inhibidores de esta ruta incluyen:
a la quinasa Lyn, a la familia SOCS/CISH, a las proteinas tirosina fosfatasas (PTPs) y a las proteinas

inhibidoras de STATs activados (PIAS). Adaptada de 8.

El eje M-CSF/CSF1R

El M-CSF fue el primero de la familia CSF en ser purificado °2. Las primeras
observaciones mostraron su capacidad para promover el crecimiento de colonias de
macrofagos 23, y eso llevé a querer conocer cémo era su receptor y como funcionaba su
sefializacion. Tras demostrar su actividad tirosina quinasa intrinseca %4, se identificé que el
receptor de M-CSF (CSF1R) juega un papel central en diversas enfermedades 3. El CSF1R
pertenece a la familia del factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), y de manera
similar al resto de miembros, posee una regidon extracelular altamente glicosilada
compuesta de cinco dominios de inmunoglobulina (D1-D5), un dominio transmembrana y
un dominio intracelular dividido en un dominio yuxtamembrana y un dominio tirosina
quinasa intracelular adjunto a un dominio quinasa 95-97. Este receptor tiene muy baja
expresion en las células madre hematopoyéticas (HSCs) 98 y elevada expresién en monocitos
y macrofagos tisulares 99, osteoclastos y células dendriticas 190, microglia 101 y células de
Paneth 102, Su presencia en estos y otros tipos celulares confirma sus amplias acciones
pleiotropicas desde el punto de vista del desarrollo embrionario, la fisiologia del adulto, el
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sistema inmunitario innato, la inflamacién, la reparaciéon de tejidos y el microambiente
tumoral 63.103,104 11,-34 también es un ligando conocido del CSF1R 105,

Cuando el M-CSF se une al CSF1R, éste dimeriza y se fosforila hasta en ocho residuos
de tirosina diferentes (Tyr544, Tyr559, Tyr697, Tyr706, Tyr721, Tyr807, Tyr921y Tyr974)
106,107 ‘1o que permite la fosforilacién de sus proteinas diana PI3K, Src y GRB2 108, Esta
sefializacion culmina con la activacidn y translocacién al nicleo de determinados factores
de transcripcién, como C/EBPB 109, que activa la transcripciéon de sus genes diana. La
sefializacion por M-CSF/CSF1R en macréfagos regula su supervivencia, proliferacion,
quimiotaxis y diferenciacion 63-65,

Los macroéfagos asociados a tumor (TAMs)

El cancer es una enfermedad heterogénea con multitud de factores genéticos y
ambientales que contribuyen a su desarrollo. La masa tumoral hallada en el cdncer
clinicamente establecido esta compuesta por células tumorales y por el estroma tumoral,
formando parte del microambiente tumoral. El estroma tumoral proporciona los
componentes esenciales para el desarrollo y la supervivencia del tumor. Esta formado por
componentes de matriz extracelular, células (principalmente fibroblastos, células de origen
inmunitario como los macroéfagos, y células endoteliales), nervios y vasos sanguineos. En
comparacion a la lamina propia normal, el estroma tumoral posee un mayor nimero de
fibroblastos, llamados fibroblastos asociados a tumores (CAFs), que representan el
componente celular principal del estroma y son clave para la progresion tumoral, la
angiogénesis, la transicion epitelio-mesénquima y la metastasis 110111, Por otro lado, la
participacion del IIS también es importante en el desarrollo del tumor, sobre todo por parte
de los macrofagos. En cancer, la infiltraciéon de monocitos que se diferenciaran a macréfagos
es un hallazgo frecuente en el tumor 112113 y suponen hasta un 50% de las células de la masa
tumoral 114, Habitualmente, los macréfagos asociados a tumores (TAMs) expuestos a
factores derivados del tumor como el TGF-f3, factor de crecimiento del endotelio vascular
(VEGF), M-CSF o IL-10, exhiben un perfil antiinflamatorio, inmunosupresor y protumoral.
Esto contribuye a la progresion tumoral, a la aparicién de metastasis e incluso al desarrollo
de resistencias frente a las terapias habituales (quimioterapia, radioterapia e
inmunoterapia) 114115, E] control de la polarizacién de los TAMs supone, por tanto, una
diana terapéutica prometedora 114.116,117,

No obstante, se ha observado la presencia de TAMs con perfil proinflamatorio en
cancer de pancreas, cancer de mama y cancer de endometrio 118. Es por ello por lo que no
siempre se les puede atribuir un fenotipo antiinflamatorio o proinflamatorio en cancer.
Existen tumores, como el osteosarcoma o el tumor de eséfago, donde la presencia de TAMs
se asocia con buen prondstico 119120, Pero el contexto tumoral no es tan sencillo, y es posible
encontrar entornos tumorales como la metastasis en higado del cancer colorrectal en el que
conviven TAMs “grandes”, asociados con mal prondstico y perfil protumoral, con TAMs
“pequefios”, asociados a buen pronéstico y perfil antitumoral 121, Dada esta enorme
variedad de perfiles de TAMs entre tumores, una revision reciente 122 ha creado un modelo
de clasificacion de TAMs (Fig. 4) en base a diferentes estudios de dmicas en cancer
(transcriptémica por scRNA-seq, epigendmica, metabolémica y 6micas espaciales). Asi, han
propuesto hasta siete subpoblaciones que pueden ser localizados en diferentes tumores: los
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TAMs estimulados por IFN (IFN-TAMs), que se caracterizan por la expresion de genes
regulados por IFN (CXCL10, PDL1, I1SG15) y asociados al perfil M1 (CD86, MHCII), aunque
también muestran similitud con macréfagos inmunosupresores y activadores de Treg; los
TAMs inmunoreguladores (Reg-TAMs) que muestran una elevada expresién de genes
asociados al perfil M2 (ARG1, MRC1, CX3CR1), pero cuya funcidn se encuentra ligada al
microambiente tumoral que les rodea; los TAMs enriquecidos en genes de citoquinas
inflamatorias (Inflam-TAMs) cuya expresidon elevada de IL1B, CXCL1/2/3/8, CCL3 y CCL3L1
permite regular la funcién y el reclutamiento de células inmunitarias durante la respuesta
inmunitaria al tumor; los TAMs proangiogénicos (Angio-TAMs) promotores de multiples
aspectos de la progresion tumoral gracias a su elevada expresidn en genes angiogénicos
(VEGFA, SPP1, VCAN, FCN1, THBS1); los TAMs asociados a lipidos (LA-TAMs) también
implicados en la progresién tumoral y en la supresion de la respuesta antitumoral debido a
la expresion de genes asociados al metabolismo lipidico (APOC1, APOE, ACP5, FABPS5); los
TAMs similares a TRMs (RTM-TAMs), implicados en la invasiéon tumoral, similares a los
TRMs de su tejido de residencia y que ademas muestran una firma génica analoga a la de
precursores embrionarios (LYVE1, HES1, FOLR2); y por ultimo, los TAMs proliferativos
(Prolif-TAMs), cuya caracteristica principal es su capacidad proliferativa a través de la
expresion de MKI67 y de genes del ciclo celular, como CDK1 y CDC45, y que se han sugerido
como TAMs antitumorales por su elevada expresion del gen proinflamatorio HMGBI.

Las funciones de los TAMs dependen del contexto espaciotemporal en el que se
encuentra el desarrollo tumoral 123, En los tumores primarios pueden controlar: la
vascularizaciéon del nicho tumoral 124125 ]a inflamacion 126127, ]a transicién epitelio
mesénquima previa a la metastasis 128-130 | e] remodelado de la matriz extracelular 131-133,
y la intravasacién que da origen a la creacion de “pasillos” para el escape tumoral y a la
metdstasis 134 En el nicho premetastasico, los macréfagos preparan al tejido para el
desarrollo del segundo tumor, liberando citoquinas 135 o captando vesiculas extracelulares
provenientes de células del tumor primario que transportan RNAs, lipidos, metabolitos o
proteinas que modulan sus funciones y fenotipo 123, En la propia metastasis las células
estromales liberan CCL2 que atraen quimicamente a los monocitos de la circulaciéon que
expresan CCR2, dando lugar a los macréfagos asociados a metastasis (MAMs) 136137 que
regulan la inmunosupresion ejercida sobre los linfocitos T CD8+ citotoxicos 138,
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Figura 4. Clasificacion propuesta por Ma et al., para las diferentes subpoblaciones de TAMs. A
partir de los estudios de secuenciacion de célula tinica (como scRNA-seq) y de diferentes 6micas
(epigen6émica, metabolémica y émicas espaciales) se han perfilado siete subpoblaciones de TAMs:
Inflam-TAMs, [FN-TAMs, Reg-TAMs, Prolif-TAMs, RTM-TAMs, Angio-TAMs y LA-TAMs. El espectro de
color indica que la diversidad de TAMs es un continuo en los diferentes tipos de tumor. Adaptada de
122

Farmacos de tipo antifolato en el tratamiento del cancer

Los farmacos antifolato se emplean para el tratamiento de diferentes tipos de cancer.
El folato o acido félico, también llamado vitamina B9, es una coenzima que se presenta en
dos formas activas, el dihidrofolato y el tetrahidrofolato (DHF y THF, respectivamente).
Ambos estan implicados en la sintesis de purinas y pirimidinas, en la sintesis de
aminodcidos, en la regulaciéon epigenética y en la defensa contra radicales libres en un
complejo ciclo metabdlico llamado metabolismo de las moléculas de un solo carbono (1C)
139, El ciclo de 1C se encuentra fraccionado en el citoplasma y en la mitocondria 140.141,
Debido a sus importantes funciones, las células tumorales abusan del metabolismo de 1C
para favorecer el crecimiento y la proliferaciéon tumoral. Por ello, los farmacos antifolato
tienen como diana terapéutica a las enzimas clave del ciclo 1C, como la dihidrofolato
reductasa (DHFR) encargada de la sintesis del DHF, o la timidilato sintasa (TS) encargada de
la sintesis del timidilato. Sin embargo, las células tumorales son capaces de generar
resistencias frente a los antifolatos, bien desarrollando otras rutas que esquivan su efecto o
bien limitando la capacidad de retencién de los farmacos 142143, Ademds, un problema
asociado al uso de los antifolatos es que afectan al resto de tejidos del organismo, dando
lugar a efectos adversos que es necesario controlar, como dafios de la mucosa
gastrointestinal, supresion de la médula 6sea y alteraciones renales y hepaticas 144145,

Los dos farmacos antifolatos mas utilizados actualmente son el metotrexato (MTX),
inhibidor especifico de la DHFR, y el pemetrexed (PMX), inhibidor de la TS 140, El MTX forma
parte del tratamiento del cancer de mama, del cancer de cabeza y cuello, del linfoma no
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Hodgkin, del osteosarcoma, del cancer de vejiga, del coriocarcinoma y de la leucemia
linfoblastica aguda (ALL), donde su empleo a dosis altas (HD-MTX, 500 mg/m?) mejora las
tasas de recuperacion y el pronéstico de los pacientes 141,146, Para evitar la toxicidad, se
combina el tratamiento con leucovorina o acido folinico, forma reducida de acido félico (5-
formil-THF) que compite con el MTX por el transporte de membrana, la poliglutamilacién y
la uni6én a la DHFR 141, El tratamiento con PMX se emplea como agente quimioterapico en
mesotelioma pleural y cincer de pulmén de células no pequeiias (NSCLC) 147.

Mecanismo de accion del metotrexato (MTX) y del pemetrexed (PMX)

El MTX entra a las células a través del transportador de folatos reducidos (RFC),
codificado por el gen SLC19A1, una proteina de membrana de expresion ubicua, y también
a través del transportador de folato acoplado a protones (PCFT) en el intestino delgado 148,
En macroéfagos, el MTX entra a través del RFC, si bien la expresion de este canal de transporte
es mayor en los GM-M@ que en los M-M@ 53141 Una vez en el citosol (Fig. 5), la
folilpoliglutamato sintasa (FPGS) afiade residuos de glutamato en la cadena lateral y-
carboxilo del MTX, y esto lo convierte en la forma activa (MTX-PG). La adicién de moléculas
de glutamato (hasta 5) es dependiente de la concentracion y del tiempo, y permite su
retencion en las células durante largos periodos, mejorando su actividad citotéxica. E1 MTX-
PG inhibe a una serie de enzimas implicadas en el ciclo de 1C: la DHFR, la TS, la 5-
aminoimidazol-4-carboxamida ribonucledtido formiltransferasa (AICARFT/ATIC), la 5-
metil-THF reductasa (MTHFR) y la glicinamida ribonucleétido formiltransferasa (GARFT)
140, El balance entre la FPGS y la y-glutamil hidrolasa (GGH, enzima que cataliza la
eliminacion de residuos de glutamato) es esencial para manejar la actividad farmacolégica
del MTX. El MTX con menos de 3 residuos de glutamato puede salir de la célula a través de
las proteinas transportadoras dependientes de ATP (ABCC1-4 y ABCG2) 141, Estas proteinas
son clave en la defensa contra agentes quimioterapicos 149, y su sobreexpresion juega un
papel importante en la generacion de resistencias a fairmacos 159,
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Figura 5. Mecanismo de accion de los antifolatos MTX y PMX en macréfagos. Tanto MTX como
PMX entran en los macréfagos a través del RFC y son convertidos rapidamente en su forma activa
(MTX-PG/PMX-PG). En su forma activa son capaces de inhibir en mayor medida a las enzimas del ciclo
del folato (DHFR, MTHFR y GARFT), y a las enzimas implicadas en la sintesis de nucleétidos (TS y
ATIC). FAICAR: 5-formamidoimidazol-4-carboxamida ribonucleétido; IMP: Inosina monofosfato;
AMP: adenosina monofosfato; 10-CHO-THF: 10-formil-THF; 5-CH3-THF: 5-metil-THF; 5,10-CH2-THF:
5,10-dimetil-THF; dTMP: desoxitimidina monofosfato; MET: metionina; SAM: S-adenosil-metionina.

De manera similar al MTX, el PMX es un antifolato que inhibe la sintesis de acidos
nucleicos, reduciendo la actividad de las enzimas del ciclo de 1C como la TS, la DHFR, la
GARFT y la AICARFT, dando lugar a un efecto citotdéxico sobre células tumorales. Su principal
diana es la TS, asociada con el proceso de replicacion del DNA y con el crecimiento celular.
Algunos estudios sugieren que una baja expresién de TS predice la capacidad de respuesta
al PMX en pacientes con NSCLC 147, También se ha mostrado la capacidad del PMX de inducir
la activacion de las caspasas y provocar la apoptosis en lineas celulares de NSCLC 140, Al igual
que el MTX, PMX se poliglutamila por accién de la FPGS 151152 pero el estudio de la actividad
de la FPGS no es un marcador 1til para evaluar la respuesta al PMX 153,
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Entre los mecanismos de resistencia a los antifolatos se encuentran: mutaciones en
el gen SLC19A1, la sobreexpresién de DHFR o mutaciones de ganancia de funcion en este
gen, asi como la falta de poliglutamilacion del MTX 142, La incapacidad de retener el MTX
intracelular se ha asociado también con un incremento en la expresién de los
transportadores de eflujo de tipo ABC, con la pérdida de actividad de FPGS y con una elevada
actividad de GGH 154155,

Enfermedades inflamatorias inmunomediadas

Las enfermedades inflamatorias inmunomediadas (EIMI) son un conjunto de
patologias multifactoriales incurables que responden a dos componentes imprescindibles
para su establecimiento y desarrollo 156: por un lado, un componente inflamatorio crénico,
que da lugar a la aparicién de sintomas persistentes en el tiempo; y, por otro lado, un
componente inmune debido a alteraciones en la respuesta inmunitaria. Entre las
enfermedades que cumplen con estas caracteristicas encontramos: la artritis reumatoide
(RA), el lupus eritematoso sistémico (SLE), la espondiloartritis (SpA), la enfermedad
inflamatoria intestinal (IBD) o el mieloma multiple (MM) 157, En la poblacién occidental, la
prevalencia de las EIMI oscila entre un 5%-7% 1°8. Mas concretamente, la prevalencia de RA
en Espafia se encuentra en torno a un 0,2%-1,1% 159, siendo mayor en mujeres que en
hombres en una relacién 3:1 160,

Artritis Reumatoide (RA)

La RA es una enfermedad autoinmune, sistémica e inflamatoria crénica que cursa
con afectacion en las articulaciones, y que puede aparecer a cualquier edad, con una mayor
incidencia en la poblacién mayor de 40 afios 161, La principal manifestacion clinica consiste
en la aparicién de una inflamacién crénica en la membrana sinovial (conocida como
sinovitis), que restringe la movilidad y funcionalidad articular 162, La membrana sinovial es
un tipo de tejido conjuntivo especializado que forma parte de la estructura de las
articulaciones, cuya funcién principal es permitir la locomocién. Se trata de una membrana
delgada situada entre la cavidad articular y la capsula articular, y esta constituida por dos
capas: la intima (o capa sinovial) y la subintima. La capa intima de la membrana sinovial
sana estd formada por una capa discontinua de uno a tres estratos de células,
semipermeable al paso de determinadas moléculas y células. Las células presentes en esta
capa son los TRMs y los fibroblastos. En la capa subintima también encontramos
fibroblastos y TRMs, estos tltimos con un fenotipo diferente a los de la capa intima, ya que
no expresan CD16, lo que los hace menos fagociticos y citotoxicos. También estan presentes
en esta capa adipocitos, vasos sanguineos y linfaticos y células inflamatorias 163, En la
sinovitis debida a la RA se detecta una marcada hipertrofia de la membrana sinovial,
caracterizada por la generacién de nuevos vasos, por una elevada proliferacién de
fibroblastos, y por un incremento sustancial en la proporcién de macréfagos (de un 10-20%
aun 80%) derivados, en su mayoria, del reclutamiento de monocitos sanguineos 163-165 asi
como por un aumento de otros tipos celulares como linfocitos T CD4+y CD8+, linfocitos B,
neutroéfilos y células dendriticas (Fig. 6), lo que modifica la composiciéon celular de la
membrana y del liquido sinovial. El liquido sinovial, localizado en el interior de la cavidad
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articular se encarga de nutrir a los condrocitos del tejido cartilaginoso presente en las
articulaciones, asi como de lubricar dicha cavidad para evitar lesiones derivadas de los
movimientos articulares. El cambio en la composicién del liquido sinovial debido a la
inflamacidn altera diferentes funciones celulares que afectan a la respuesta inflamatoria y
aumentan la angiogénesis 163, El proceso inflamatorio crénico también afecta a los tejidos
adyacentes, dando lugar a un dafo progresivo e irreversible del hueso y cartilago, y de los
tendones y ligamentos 161,

MEMBRANA SINOVIAL MEMBRANA SINOVIAL
SANA DE PACIENTES
CON ARTRITIS REUMATOIDE

TNF-a, IL-6, GM-CSF

e e

Macroéfagos -~ r_‘}

Fibroblastos ” D .

Monocitos

Células
Dendriticas

Figura 6. Esquema simplificado de las poblaciones celulares presentes en la membrana
sinovial sana y de pacientes con RA. En la membrana sinovial sana, los macroéfagos y fibroblastos
representan la poblacién mayoritaria de células. Durante el desarrollo de la RA, la membrana sinovial
se engrosa debido a la infiltracion de células del sistema inmunitario (como monocitos, células
dendriticas o linfocitos) y a una proliferacién de fibroblastos que contribuyen al proceso inflamatorio
cré nico mediante la liberacié n de citoquinas proinflamatorias (TNF-a, IL-6 y GM-CSF) entre
otros mediadores. Creada parcialmente con BioRender.com.

La predisposicion genética juega un papel clave en la patogénesis de la RA, ya que
familiares de primer grado de pacientes con RA tienen de dos a cinco veces mayor
probabilidad de desarrollar la enfermedad que la poblacién general 166, El principal gen
asociado con la patogenia de la RA es HLA-DRBI, cuya forma proteica presenta una
secuencia especifica de cinco aminodacidos localizada entre los residuos 70-74 de la cadena
B de la proteina (conocida como regidon del epitopo compartido, HLA-SE). Otros genes
asociados con la RA, en menor medida, son PTPN22, CTLA4 y PADI4 161,

La RA comienza a establecerse afios antes de su manifestacion clinica, debido a la
presencia de autoanticuerpos, citoquinas, quimioquinas y cambios metabélicos que inician
el programa inflamatorio 167. Los principales autoanticuerpos se producen frente a
proteinas citrulinadas (ACPAs) 167-169 vy frente al fragmento constante (Fc) de
inmunoglobulinas propias (factor reumatoide, RF) 170, Los ACPAs son importantes para
orientar el diagndstico, ya que su presencia ha sido asociada con la progresion radiolégica
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de la enfermedad, las manifestaciones extraarticulares y la respuesta al tratamiento. No
todos los diagnoésticos iniciales de RA presentan estos autoanticuerpos, pero pueden
desarrollarlos conforme avanza la enfermedad. Esto ha dado lugar a una clasificaciéon de
pacientes en base a la presencia (RA seropositiva) o ausencia (RA seronegativa) de
autoanticuerpos en sangre 161, La RA seropositiva estd presente en dos de cada tres
pacientes diagnosticados de RA 171172, Sin embargo, un estudio reciente ha mostrado un
incremento en la incidencia de la RA seronegativa para RF en las dltimas décadas 173.

Mientras que la RA seropositiva esta bien caracterizada, gran parte de la etiologia de
la RA seronegativa sigue siendo desconocida. La RA seronegativa presenta una mayor
cantidad de articulaciones dolorosas en el momento del diagnéstico y una duracién de los
sintomas mas corta que la RA seropositiva. Los factores ambientales y genéticos, asi como
la disfuncién de las células del sistema inmunitario innato y adaptativo contribuyen a la
patogénesis de ambos tipos de RA, por lo que la identificacién de marcadores propios de la
RA seronegativa son necesarios para orientar el tratamiento. Actualmente se han
encontrado autoanticuerpos dirigidos frente a modificaciones postraduccionales y
antigenos no modificados, como antiproteinas carbamoiladas (anti-CarP), anti-PTX3 y anti-
DUSP-11, que pueden explicar la patogénesis de las RA seronegativas 174,

Patogénesis de la RA

La etiopatogenia en RA seropositiva comienza cuando las células dendriticas
reconocen a las proteinas citrulinadas, tras lo que se activan y maduran. Entonces, inician la
respuesta inmunitaria al activar la proliferacion y diferenciaciéon de los linfocitos Th y de los
Treg. Los linfocitos Th (CD4* y CD8+) iniciaran el proceso de activacion y diferenciaciéon de
los linfocitos B, que comenzaran con la produccién de ACPAs 175, Los MDMs reclutados
aumentan el ndmero de macréfagos en la membrana sinovial y producen numerosas
citoquinas proinflamatorias, como el VEGE el GM-CSF, la IL-6, la IL-1(, la IL-17 y el TNF-q,
que promueven la angiogénesis y la activacién de las células mononucleares que se infiltran
a la membrana sinovial, favoreciendo la cronificaciéon del proceso inflamatorio 176177, El
aumento en el nimero de macréfagos se ha correlacionado con una mayor severidad de la
RA 178, Interesantemente, aquellos pacientes que alcanzan el estado de remision clinica se
caracterizan por un aumento de la presencia de TRMs de perfil homeostatico, y una
disminucién en el nimero de MDMs 165179, La remision completa de la enfermedad es un
hito que atin no se ha conseguido ya que la aparicion de recaidas es bastante probable (50%
tras un afo del cese del tratamiento), incluso después de recuperar la homeostasis en el
tejido 180,181 En este sentido, aquellos pacientes en remision, seropositivos para ACPA 'y RE,
tienen una mayor probabilidad de recaidas 182183 y Ja pérdida completa de estos
autoanticuerpos es poco comun 184, Algunos autores sugieren que los macréfagos residentes
de tejido, asi como sus precursores de vida media larga, pueden adquirir marcas
epigenéticas (metilaciones del DNA o acetilaciones de histonas) ligadas al proceso
inflamatorio que no permiten la remision completa de la enfermedad 185186,
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Las subpoblaciones de macréfagos en la membrana sinovial sana y en RA

Estudios recientes empleando secuenciacién de RNA de célula unica por single cell
(scRNA-seq) del tejido sinovial de pacientes con RA, en comparacioén al tejido sinovial de
sujetos sanos o en remision, han revelado la gran heterogeneidad fenotipica y funcional de
la poblacién de células mieloides, principalmente macréfagos, desde los estadios preclinicos
y durante el desarrollo de la patologia 165187, Destacan los estudios realizados por Culemann
et al. 186, Alivernini et al. 165, y Edalat et al. 188. En el trabajo de Culemann et al., describen
dos subpoblaciones de macréfagos sinoviales: macré6fagos CX3CR1ros localizados en la capa
intima, con funcién antiinflamatoria, y macr6fagos CX3CR1reg intersticiales. Mientras que en
el trabajo de Edalat et al,, se describen dos grupos principales de macr6fagos sinoviales:
C1QA/B/CrosFOLR2prosCCR2nes, con funcién antiinflamatoria, y
C1QA/B/CresFOLR2nesCCR2pos, con funcién proinflamatoria.

Concretamente, el estudio de scRNA-seq realizado por Alivernini et al. 165(Fig. 7),
que compara macrofagos de tejido sinovial (STMs) de pacientes con RA activa, de pacientes
en remision y de individuos sanos, ha identificado que en la membrana sinovial existen
nueve grupos fenotipicos de STMs, clasificados en dos grupos principales segtn la expresion
de los marcadores MerTK y CD206: los macréfagos MerTKresCD206pros localizados en la
membrana sinovial de pacientes en remisiéon o poblacién sana, y los macroéfagos
MerTKnesCD206m¢s que derivan de monocitos extravasados a la membrana sinovial de
pacientes con RA (Tabla 1). Los macréfagos MerTKprosCD206ros se subdividen en las
subpoblaciones de STMs TREM2ros (1 y 2) y FOLR2hishTREM2reg (3-5). La subpoblacion
TREM2ros (1 y 2) se localiza en la capa intima, donde los TREM 2high (1) presentan un perfil
homeostatico, mientras que los TREM2lew (2) muestran un perfil proinflamatorio. Por su
parte, la subpoblacién FOLR2hiehTREM2nes (3-5) reside en la capa subintima, donde los
LYVE1roes (5) e ID2pros (4) presentan un perfil homeostatico y los ICAM1ros (3) un perfil
proinflamatorio 189,
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— — = = [ %] w O wn
s s = ¥ 8 5 % 8 ¢
Z & 3 PR ¢
1 @ (3) (7) (9)
l | | | | | | |
TREM2°°  FOLR2Mih D48 HLAME"
TREM2"™e&

| J | |
MerTKPes CD206P°* MerTK"& CD206"°&

Figura 7. Esquema representativo de los fenotipos de STMs identificados por Alivernini et al,,
y clasificacion de subpoblaciones propuesta. Adaptada de 165,
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Tabla 1. Clasificacion, localizacidn y tejido de las subpoblaciones de macréfagos propuestas por Alivernini et al.
Adaptada de 165,

(1) TREM2hish -
TREM2Pos Capa intima
(2) TREM2'w
(3) ICAM1Pos
FOLR2"ENTREM2"E  (4) |D2Pos
(s)  LYVE1Pes

(6) S100A12P°°

MEMBRANA
SINOVIAL SANA

Capa subintima

CDA48gpos MEMBRANA SINOVIAL
(7)  spp1Pes DE PACIENTES CON
ieh (8) CLEC10AMsh ARTRITIS REUMATOIDE
HLATe

(9) ISG15P°

Cuando tiene lugar un proceso inflamatorio, no solamente se diferencian las
subpoblaciones de STMs TREM2ros y FOLR2hshTREM2res hacia un estado mas
proinflamatorio (TREM2!ow, 2; e ICAM1ros, 3), sino que también se activa la diferenciacion de
monocitos infiltrados al tejido sinovial hacia macréfagos de perfil proinflamatorio
(MerTKreeCD206neg) 189, Los macréfagos MerTKnesCD206ne8 se subdividen en las
subpoblaciones CD48ros (6 y 7) y HLAhigh (8 y 9). La subpoblacién CD48pos se infiltra en la
capa subintima de la membrana sinovial y se diferencia en los S100A12pros (6), cuya funcion
es producir alarminas, para activar a monocitos y fibroblastos, y CXCL8, para reclutar
neutréfilos 165; y en los SPP1ros (7), cuya funcidn principal es participar en la activacion de
la resorcién ésea 190y en la diferenciacion de neutroéfilos proinflamatorios 191, Por otro lado,
la subpoblaciéon HLARigh también se localizada en la capa subintima y se diferencia en los
ISG15pes (8), cuya funcién es producir IFN de tipo I que contribuye a la cascada
proinflamatoria y parece ser la causante de la baja respuesta al tratamiento en algunos
pacientes 192; y en los CLEC10Ares (9), que presentan un fenotipo similar al de las células
dendriticas, con funcién presentadora de antigeno 165189,

Los autores de este estudio también muestran que los macréfagos
MerTKneeCD206neg de pacientes con RA activa producen una mayor concentracion de GM-
CSF en respuesta a LPS, que los macréfagos MerTKresCD206ros de pacientes con RA en
remision 165, Un amplio nimero de citoquinas proinflamatorias activadoras de la
sefializacion JAK/STAT, entre las que se encuentra el GM-CSF, estan elevadas 193-195, y la

sobreactivacién de la ruta contribuye a la patogénesis molecular de las artritis inflamatorias
196
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La sefializacidn por las Janus quinasas (JAK) y las proteinas transductoras de
sefales y activadoras de la transcripcion (STAT)

La ruta JAK/STAT es importante para la sefalizacién no solo del receptor de GM-CSF,
sino de todos miembros de la familia de los receptores de citoquinas de tipo I y II (Fig. 8),
que regulan funciones tan importantes como la hematopoyesis, la respuesta inmunitaria, la
inflamacion, la apoptosis y la adipogénesis 197, En primer lugar, se describi6 a la familia de
factores de transcripcion STAT (Tabla 2): STAT1, STAT2, STAT3, STAT4, STAT5a, STATSb y
STAT6 198-200 y 3 su vez, fueron describiéndose los miembros que forman parte de la familia
JAK 201-203  Qtros trabajos establecieron la relacion entre los JAK y los STAT: primero
durante el estudio de la sefializacion del IFN-a/B a través de TYK2 204 y, mas tarde, se
demostré que para la fosforilacién de los factores de transcripcién STAT es necesaria la
activacion de los JAK dependiente de la sefializacién por IFN 205,

La familia JAK estd compuesta por cuatro miembros (Tabla 3): JAK1, JAK2, JAK3 y
TYK2. Son enzimas tirosina quinasa citosélicas asociadas a receptores de citoquinas
localizados en la membrana. JAK3 se expresa exclusivamente en células del sistema linfatico
y médula ésea, y en células endoteliales y del musculo liso 206207, Los otros miembros se
expresan de manera ubicua en la mayoria de los tejidos 202208,209 [,0s JAKs estidn formados
por siete dominios de homologia, denominados JH: JH1 esta compuesto aproximadamente
por 250 aminoacidos, y codifica para la estructura proteina quinasa que fosforila
especificamente a sus sustratos; JH2 es un dominio estructuralmente similar al JH1, pero sin
la funcién quinasa, por eso es conocido como el dominio pseudoquinasa, y su funcién es
regular la actividad del dominio JH1; JH3 y la mitad del JH4 forman el dominio de homologia
Src 2 (SH2); la otra mitad del JH4, junto al JH5, JH6 y JH7 forman el dominio FERM que, junto
al dominio SH2, regula la unién de los JAK a sus receptores de membrana 196202210, Para su
actividad, es necesario que los JAK formen homodimeros (como el JAK2/JAK2 asociado a IL-
3R) o heterodimeros (como el JAK1/JAK2 o el JAK1/TYK2 asociado a los receptores de IFNs)
211 La cascada de sefalizacion JAK/STAT puede seguir dos rutas de activacion: la via
canonica y la no candnica.

54



INTRODUCCION

Tabla 2. Familia STAT: citoquinas y factores de crecimiento asociados, y sus funciones. Adaptada de 196

STAT

Citoquinas y factores de crecimiento

Funciones biolégicas

STAT1

STAT2

STAT3

STAT4

STAT5a, STATSb

STAT6

Todos los interferones, IL-2, IL-6, PDGF, EGF, HGF,

TNF, angiotensina Il

Interferones de tipo I

Familia de la IL-6 (IL-6, IL-11, IL-31, LIF, CNTF, CT-
1, OSM, CLCF1), Familia de la IL-10 (IL-10, IL-19, IL-
20, IL-22, 1L-24, IL-26), IL-21, IL-27, G-CSF, Leptina

e interferones de tipo |

Interferones de tipo I, IL-12 e IL-23

Prolactina, Familia de la IL-2 (IL-2, IL-4, IL-7, IL-9 e

IL-15), IL-3,
EGF, EPO, GM-CSF, TPO, GH y PDGF

IL-4 e IL-13

IL-5,

(1) Regulacién del crecimiento
celular y la diferenciacion
(2) Promocién de la apoptosis
(3) Inhibicién de la ocurrencia
tumoral

(4) Regulacién de la respuesta
inmunitaria

(1) Respuesta antiviral

(1) Regulacién de la respuesta
Th17

(2) Regulacién del crecimiento,
diferenciacion y apoptosis celular
(3) Regulacién de la ocurrencia
tumoral (promocioén e inhibicién)

(1) Regulacién del desarrollo,
diferenciacién y funciéon de los
Th1

(1) Regulacién del crecimiento,
diferenciacion y apoptosis celular
(2) Regulacion de la producciéon
de células inmunitarias
(3) Asociado con la progresiéon
tumoral

(D Regulacion de la
diferenciacion de los Th2
(2) Regulacién de la conversién
entre isotipos de
inmunoglobulinas

(3) Promocidn de la proliferacién
y maduracién de linfocitos B e
induccién de la expresion de MHC-
[TelgE

PDGF: factor de crecimiento derivado de plaquetas; EGF: factor de crecimiento epidérmico; HGF: factor de
crecimiento de hepatocitos; LIF: factor inhibidor de la leucemia; CNTF: factor neurotréfico ciliar; CT-1:
cardiotrofina 1; OSM: oncostatina M; CLCF1: cardiotrofina similar a la citoquina 1; G-CSF: factor estimulador de
colonias de granulocitos; EPO: eritropoyetina; TPO: trombopoyetina; GH: hormona de crecimiento; NK: natural

killer.
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Tabla 3. Caracteristicas y funciones de los miembros de la familia JAK. Adaptada de 196,211,212,

(2) Receptores de la familia de
la IL-12

(3) Receptores de citoquinas
de tipo II (menos el receptor
de IFN de tipo II)

JAKs  Tejido Receptor asociado Dianas Funcién
JAK1  Ampliamente (1) Familia de receptores que Todos los (1) Proliferacion, supervivencia,
expresado en todos los poseen la cadenay comun (IL- STATs activacion y diferenciaciéon de
tejidos 2R, IL-4R, IL-7R, IL-9R, IL- linfocitos
15R, IL-21R)
(2) Receptores de citoquinas (2) Respuesta antiviral, defensa
de tipo II (IFNs-R, familia del epitelial y regulacion de la
receptor de la IL-10 e IL-13R) respuesta inmunitaria
(3) Receptores con la (3) Estimulacién de linfocitos B
subunidad gp130 (IL-6R, IL- e induccién de reactantes de
11R, CNTF-R, OSM-R, LIF-R, fase aguda hepaticos
CT-1R)
(4) Receptor del TSLP (4) Promocion de la respuesta
inmunitaria tipo Th2
JAK2  Ampliamente (1) Receptores con la STAT1, 2, (1) Estimulacién de linfocitos B
expresado en todos los subunidad gpl130 3,4,5 e inducciéon de reactantes de
tejidos fase aguda hepaticos
(2) Receptor del IFN tipo II (2) Promocion de la fagocitosis,
(IFNYR) de la eliminacién de patégenos
intracelulares y de propiedades
antitumorales
(3) Familia del receptor de la (3) Regulacion del crecimiento,
IL-3 (IL-3R, IL-5R y receptor de la diferenciacién, de la
del GM-CSF) migraciéon y de las funciones
hematopoyéticas
(4) Receptores de cadena (4) Regulacion  hormonal
Unica o de hormonas (GH-R,
EPO-R, TPO-R, PRL-R y G-
CSFR)
(5) Receptor del TSLP (5) Promoci6n de la respuesta
inmunitaria tipo Th2
(6) Receptores de la familia de (6) Activacién de linfocitos T y
laIL-12 (IL-12R, IL-23R) NK, y de macréfagos en la
respuesta autoinmunitaria
JAK3  Tejidos linfoides, (1) Familia de receptores que STAT1, 3, (1) Proliferacién, supervivencia,
médula dsea, y células poseen la cadenay comin 56 activacion y diferenciaciéon de
endoteliales y del linfocitos
musculo liso
TYK2 Ampliamente (1) Receptores con la STAT1, 2, (1) Estimulacién de linfocitos B
expresado en todos los subunidad gp130 3,4,5 e induccién de reactantes de
tejidos fase aguda hepaticos

(2) Activacidn de linfocitos T y
NK, y de macréfagos en la
respuesta autoinmunitaria

(3) Respuesta antiviral, defensa
epitelial y regulacién de la
respuesta inmunitaria

linfopoyetina estromal timica

CNTF-R: receptor del factor neurotroéfico ciliar; OSM-R: receptor de la oncostatina M; LIF-R: receptor del factor
inhibidor de la leucemia; GH-R: receptor de la hormona del crecimiento; EPO-R; receptor de la eritropoyetina;
TPO-R: receptor de la trombopoyetina; PRL-R: receptor de la prolactina; G-CSFR: receptor del G-CSF; TSLP:
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IL-6 IL-11 OSM  LIF
IL-4  1L-7

CLC NP CNTF CT-1 L3 Epo TP G-CSE

1L-2 IL-9

IL-15 IL-21 TSLP* IL-317* IL-35 IL-27 IL-12 123 GM-CSE IL-5 PRL GH

(N LN N NN N
Familia del IL-?R TSLP-R Famlllla del IL-6R Familia del IL-12R Familia del IL-C-%R Receptores de
cadena-y comudn subunidad gp130 cadena B-comudn hormonas

JAK3 JAK1 JAK1 JAK1 JAK2 TYK2 JAK2 JAK2 JAK2

JAK2 TYK2* . . .
’ Receptores de citoquinas de tipo |

IL-19 IL-20
IL-28B IL-10 122
IL-13  IL-4 IFN-0. IFN-B IFN-y IL-28 IL-29 IL-24 IL-26

N ‘ N s N ' N { N

[ IL-13R ] ( IFN-R de tipo | ) [IFN-R de tipo Il j (IFN-R de tipo |||) (Familia del |L-10R]

JAK1 TYK2 JAK1 TYK2 JAK1 JAK2 JAK1 TYK2 JAK1 TYK2*

Receptores de citoquinas de tipo Il

Figura 8. Familia de receptores de citoquinas de tipo I y de tipo II. Todos los receptores sefializan
a través de homodimeros o heterodimeros de la familia JAK. *TYK2 puede tener un papel importante
en la sefializacién de algunos receptores (azul oscuro) o funcionar como proteina de anclaje en otros
(azul claro). *IL-31 no sefializa a través de gp130, sino que lo hace a través de la subunidad 3 del OSM-

R, que pertenece a la familia del IL-6R. Adaptada de 211,

La via canoénica comienza con la unién del ligando especifico al receptor de
membrana asociado con el homo o heterodimero de JAK, el cual dimeriza. Algunos
receptores, como el de la IL-10 213, el receptor 1 del TNF (TNF-R1) 214 o el receptor de la
eritropoyetina (EPO-R) 215216, pueden preformar dimeros inactivos antes de la unién del
ligando para facilitar y agilizar el proceso de transduccion de sefiales. De cualquier manera,
la unién ligando-receptor promueve la fosforilacién de los dominios JH1 de los JAKs en
residuos de tirosina conservados (Tyr1038/1039 en JAK1, Tyr1007/1008 en JAK2,
Tyr980/981 en JAK3 y Tyr1054/1055 en TYK2), permitiendo asi la posterior fosforilacién
de los residuos de Tyr que serviran de sitios de anclaje para los STATs 19, Tras la unién a
estos sitios de anclaje, los STATs son fosforilados (Tyr701 en STAT1, Tyr690 en STAT2,
Tyr705 en STAT3, Tyr693 en STAT4, Tyr694 en STAT5a, Tyr699 en STAT5b y Tyr641 en
STAT6), momento en el que se disocian del receptor y forman homo o heterodimeros a
través de interacciones entre los dominios SH2 y los residuos de fosfotirosina. Los dimeros
de STAT recién formados se translocan al nicleo y se dirigen hacia las regiones promotoras
de sus genes diana, regulando su transcripcion 217,218 Esta regulacién puede llevarse a cabo
a través de diversos mecanismos: unién directa de los STATs a sus sitios diana en el DNA
para activar la transcripcion; formacién de un complejo de transcripciéon mediante la uniéon
entre STATs y otros factores de transcripcién para activar la transcripcién mediada por
STATs; unién con elementos de uniéon al DNA diferentes a los STATs para promover la
transcripcion dependiente de los STATS; y, por dltimo, mediante la unién de los STATs y otros
factores de transcripcion a regiones del DNA independientes que activan la transcripcion de
manera sinérgica 19,
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En cambio, la via no candnica es algo mas compleja y esta relacionada con otras
funciones ajenas a la activacidn transcripcional de sus genes diana. Por ejemplo, todos los
STATs, menos STAT4, pueden localizarse en la mitocondria y promover la fosforilacion
oxidativa y la permeabilidad de la membrana; y STAT3 puede localizarse en el reticulo
endoplasmico y participar en la resistencia a la apoptosis mediada por el estrés oxidativo
219 Es importante mencionar que los STATs pueden activarse por otras quinasas similares a
JAK o por receptores no asociados a JAK. Un ejemplo es la activacion constitutiva de STAT3
mediada por la tirosina quinasa c-Src, la cual podria contribuir a un aumento de la expresién
de genes asociados a tumores 220,

Para regular la actividad de la ruta JAK/STAT existen mecanismos tanto de
regulacién positiva como negativa. Para la regulacion positiva, esta ruta se sirve de sus
interacciones con otras rutas de sefializacién para potenciar o coestimular su activaciéon
como, por ejemplo, la formacién del complejo STAT5-receptor de glucocorticoides, para
mejorar la actividad transcripcional de STAT5 221; o la activacion de STAT1a mediada por la
proteina de unién a CREB (CBP) y p300 222. La regulacién negativa se sirve de tres
principales reguladores: la familia de proteinas SOCS/CISH, la familia de proteinas
inhibidoras de STATs activados (PIAS) y las proteinas tirosina fosfatasas (PTPs) 196. El
mecanismo de regulacion negativa mediada por las PTP, como su propio nombre indica,
consiste en eliminar las marcas de fosfato afiadidas sobre los residuos de tirosina. Esto
implica tanto a las tirosinas fosforiladas de los JAKs y sus receptores asociados, como a las
de los STATs. Uno de los miembros importantes de esta familia es la proteina tirosina 1 que
contiene el dominio SH2 (SHP-1), implicada en la desfosforilacion de STATSb tras ser
activada por la hormona del crecimiento (GH) 223,

Laruta de sefalizacién JAK/STAT estd muy conservada y su desregulacion se ha visto
asociada con el desarrollo de diversas patologias. La aparicion de mutaciones que
sobreexpresan a los miembros de la familia JAK y/o de la familia STAT estan relacionados
con la apariciéon de tumores o con el agravamiento de enfermedades inflamatorias
inmunomediadas, como la RA y el SLE 196, También juegan un papel clave la presencia de
polimorfismos. En el SLE se ha identificado un polimorfismo en TYK2 224, y en la RA se han
identificado polimorfismos para STAT4 y STAT6 225226, Ademas, en la RA también se han
encontrado mutaciones como la variante de JAK2 (V617F), asociada con las neoplasias
mieloproliferativas 227, y otras variantes (Y640F y D661Y) que aumentan la expresion de
STAT3 228,

El conocimiento sobre las rutas de sefializaciéon implicadas en la RA y sobre los
principales actores que participan en su establecimiento y progresién, ha permitido el
desarrollo de numerosos firmacos para su tratamiento 168,

Farmacos antirreumaticos modificadores de la enfermedad

Los farmacos antirreumaticos modificadores de la enfermedad (DMARDs)
pertenecen a la terapia inmunosupresora e inmunomoduladora empleada en el espectro de
la artritis inflamatoria y tienen como objetivo reducir los sintomas derivados del proceso
inflamatorio en las articulaciones de los pacientes 168, Se pueden clasificar en sintéticos,
convencionales (csDMARDs), sintéticos dirigidos (tsDMARDs) y bioldgicos (bDMARDs) 229,
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Entre los csDMARDs se encuentran el antagonista del folato metotrexato (MTX)
230,231 13 hidroxicloroquina 232, la sulfasalazina 233234 y la leflunomida %35. Todos comparten
su capacidad para generar un ambiente antiinflamatorio inhibiendo o bloqueando la
activacién de células del sistema inmunitario, asi como la transcripcién de genes de
citoquinas proinflamatorias. El mas utilizado es el MTX debido a su probada eficacia para el
tratamiento de la RA, asi como por su perfil de seguridad y su bajo coste 236,

Los tsDMARDs son una nueva clase de firmacos que tienen como diana terapéutica
las enzimas implicadas en etapas importantes de la sefializacion de la respuesta
inflamatoria, sobre todo, de las rutas implicadas en la sefnalizacién mediada por citoquinas
237, De importante mencion aqui son los inhibidores de las Janus quinasas (JAKi), los

inhibidores de la tirosina quinasa de Bruton (BTK) y los inhibidores de la ruta de NF-kB 238-
240

Por ultimo, los bDMARDs son farmacos que bloquean la propia funcién estimuladora
de las citoquinas, bien uniéndose directamente a ellas o a sus receptores, mediante el
empleo de anticuerpos especificos. También encontramos farmacos dirigidos frente a
moléculas caracteristicas del proceso de maduracién de las células inmunitarias como el
CD20 229241 Actualmente, existen inhibidores del TNF-a 242, del IL-6R 229243 y de la IL-6 243,
Hay que destacar el desarrollo de fArmacos anti-GM-CSF y anti-GM-CSFR, ya que el eje GM-
CSF/GM-CSFR esta implicado de manera directa en la patogénesis de la RA. Mavrilimumab
es el primer anti-GM-CSFR que ha superado con éxito ensayos clinicos de fase Il de pacientes
con RA. Los anti-GM-CSF, otilimab, lenzilumab, namilumab, TJM2 y MORAb-022, estan
siendo ensayados por diferentes compafias para el tratamiento de la RA, de la esclerosis
multiple, de la osteoartritis, del asma, de la psoriasis y de la COVID-19 3555, Todos mostraron
un perfil de seguridad y eficacia adecuado en ensayos clinicos de fase Il de pacientes con RA,
aunque MORAb-022 solo ha completado un ensayo de fase I (resultados no publicados) y
TJM2 esta comenzando el reclutamiento de pacientes para un ensayo de fase I.

Metotrexato en RA

La European Alliance of Associations for Rheumatology (EULAR) recomienda el
empleo de metotrexato (MTX, 5-25 mg/semana) como terapia inicial en pacientes con RA
de reciente comienzo que no muestran factores de mal pronéstico 244 (Fig. 9). A pesar de
que la dosis de MTX es relativamente baja para que ejerza efectos toxicos, se combina el
tratamiento con acido f6lico (5-10 mg) o con su analogo sintético, acido folinico (5 mg), 24h
después. Desde hace tiempo se conoce que los antagonistas del folato tienen un potencial
farmacoldgico para el tratamiento de la RA 245,
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FASE 1

Metotrexato no contraindicado ( Diagnostico clinico dE-]

Metotrexato contraindicado

L Artritis Reumatoide J

Combinar con glucocorticoides
+ a corto plazo
[reducir y parar la mas pronto pesible)

Comenzar

metotrexato

3

Comenzar leflunomida
o sulfasalazina

éHa logrado mejoria
alos 3 meses y alcanzado
ahjetivos a los 6 mesas?

Si

Reducir la dosis en
remision sostenida

No
FASE 2
Factores de mal prondstico

Ausencia de factores de mal prondstico

(elevada RF/ACPA; altos indices
de gctivided de o enfermedod;
dafio articulor temprane;
failo en 22 csDMARD)

Afiadir un bDMARD.
Considerar el uso de JAKI
tras 2l estudio de los factores de riesgo

iHa legrado mejoria
a los 3 meses y alcanzado
chjetives a los 6 meses?

No
FASE 3

Cambiar el bDMARD o
el JAKI

éHa legrado mejoria
a los 3 meses y alcanzado
objetivos a los 6 mesas?

Cambiar o afiadir un segundo
csDMARD
Leflunomida, sulfasalazina,
solo o en combinacién con otro csDMARD
(mas glucecorticoides)

Si

Reducir la dosis o
incremento
intercalado en
remisicn sostenida

Si

Reducir la dosis o
incremento
intercalado en
remision sostenida

Figura 9. Diagrama de flujo que representa el algoritmo actual (2022) de toma de decisiones
para el control de los pacientes diagnosticados de RA segin EULAR. Adaptada de 244,
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La generacion de resistencias al tratamiento con MTX y/o la falta de respuesta de los
pacientes a esta terapia, dio lugar a la sintesis de los bDMARDs como el adalimumab (anti-
TNF), el rituximab (anti-CD20), el tocilizumab (anti-IL-6R) o el sarilumab (anti-IL6), los
cudles muestran como limitacién ser tratamientos invasivos, pues precisan de ser
inyectados en centros sanitarios. Actualmente, dadas las limitaciones de los csDMARDs y los
bDMARDs, esté siendo muy estudiado el tratamiento con JAKi 244246, tsDMARDs de segunda
y tercera linea de tratamiento que son objeto de estudio en esta tesis doctoral.

Inhibidores de las Janus quinasas (JAKi)

Los JAKi son un grupo de farmacos sintéticos orales que, de forma general, inhiben
competitivamente la uniéon de ATP (Fig. 10) a los residuos de tirosina especificos para la
activacion de los miembros de la familia JAK 196, Estdn implicados en el bloqueo de la sefial
de numerosas citoquinas y factores de crecimiento que sefializan a través del eje JAK/STAT
(Fig. 8) y que regulan funciones tan importantes como la hematopoyesis, la inflamacién o la
respuesta antiviral 197. Se pueden dividir en dos generaciones: la primera generacion incluye
aquellos JAKi (como el tofacitinib o el baricitinib) que muestran una baja especificidad para
miembros de la familia JAK; mientras que los de segunda generacion incluyen aquellos JAKi
(como el upadacitinib o el filgotinib) cuya sintesis proporciona estructuras organicas que
los hacen mas especificos paralos miembros de la familia JAK que los de primera generacion.
También pueden clasificarse en funcién del tipo de inhibicién que ejercen sobre sus dianas
en inhibidores reversibles (competitivos y alostéricos) o irreversibles 247, Dentro de los
inhibidores reversibles competitivos podemos diferenciar los de tipo I y los de tipo II en
base a su capacidad para unirse al dominio quinasa segun la conformacién que este adopta:

e Los de tipo I se unen al dominio quinasa en su conformacion activa 248249, y
aqui se incluyen a tofacitinib, de primera generacion, y a filgotinib y
peficitinib, de segunda generacidn. Se cree que la capacidad que muestran
los JAKi de tipo I para unirse de manera no selectiva a diferentes JAK es
debido a que laregion del dominio quinasa esta altamente conservada entre
los cuatro miembros de la familia 259

e Losdetipo Il pueden unirse tanto a la conformacién activa como a la inactiva
del dominio quinasa 248249, Aqui se incluyen los JAKi NVP-BBT594 y NVP-
CHZ868, inhibidores de segunda generacién especificos para JAK2, que

actualmente se utilizan como drogas de uso exclusivo para investigacion
251,252
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Cadena B comun
GM-CSF @ ~ . (cpi31)

GM-CSFRa
(CD

e 8
—_—
g == i
p | Genes diana de STATS
(e]. CISH)
—F
@i_ Genes diana de IRF4
(ej. cCL17)

Figura 10. Mecanismo de accidn de los JAKi sobre la sefializacion del eje GM-CSF-GM-CSFR. La
mayoria de JAKi se unen de manera competitiva a los residuos de tirosina especificos, inhibiendo la

fosforilacion necesaria para la activacion de los JAK. Adaptada de 86.

Los inhibidores reversibles alostéricos van dirigidos a un sitio de unién alostérico,
diferente del sitio de uni6n al ATP en los JAK 248249 E] tinico JAKi alostérico aprobado
actualmente para su uso en psoriasis es deucravacitinib, que estid siendo evaluado en
ensayos clinicos para el tratamiento de la artritis psoriasica, la alopecia areata, la colitis
ulcerosa, la enfermedad de Crohn, el SLE y el lupus eritematoso cutaneo subagudo discoide.
Deucravacitinib se une a la region reguladora JH2 pseudoquinasa, bloqueando la
conformacién del dominio quinasa JH1 en su forma inactiva. Debido a esto, parece que los
efectos adversos mas graves derivados del uso de los JAKi competitivos son mas escasos 253,

El primer JAKi aprobado por la Food and Drug Administration (FDA) para su uso
clinico fue ruxolitinib para el tratamiento de la mielofibrosis 25¢ y para la policitemia vera
255, A partir del estudio de las rutas inhibidas por los JAKi empez6 a plantearse su utilizacion
para el tratamiento de enfermedades inflamatorias como la RA, la psoriasis, la colitis
ulcerosa, el SLE, la alopecia areata, entre otras 19,
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JAKi en RA

Para el tratamiento de la RA se han aprobado actualmente cinco JAKi por diferentes
organismos reguladores de medicamentos y de la salud a lo largo del mundo: tofacitinib
(Xeljanz®), baricitinib (Olumiant®), upadacitinib (Rinvoq®), filgotinib (Jyseleca®) y
peficitinib (Smyraf®) 256 (Tabla 4). La EULAR recomienda el uso de los JAKi como segunda
o tercera linea de tratamiento cuando ha fallado la terapia convencional con MTX o los
bDMARDs 244 (Fig. 9).

El primer JAKi aprobado para el tratamiento de la RA fue tofacitinib (5 mg dos veces
al dia) en 2012 257, Este farmaco es un inhibidor de todos los miembros de la familia JAK,
mostrando una mayor selectividad por JAK3 (ICso=1.1 nM). Baricitinib (2-4 mg diarios), JAKi
aprobado parala RA en 2017, inhibe a todos los JAK y de manera mas selectiva a JAK1/JAK2
(ICs0=4.0 nM e IC50=6.6 nM, respectivamente) 247, Upadacitinib (15 mg/dia) fue aprobado
inicialmente para el tratamiento de la RA moderada-severa 258, y posteriormente para el
tratamiento de la artritis psoridsica 259, dermatitis atdpica 260 y para la colitis ulcerosa 261.
Se trata de un JAKi de segunda generacién que muestra selectividad por JAK1 (I1C50=47nM),
y en menor medida por JAK2 (ICso=120 nM) 247, Todos los ensayos clinicos (ORAL, RA y
SELECT) llevados a cabo para evaluar la seguridad y eficacia de estos tres JAKi mostraron
una clara mejoria en los indices que miden la actividad de la enfermedad (ACR20, ACR50 y
ACR70) a los tres y seis meses de comenzar el tratamiento frente a los pacientes tratados
con placebo, con MTX o con un anti-TNF 262-265 [os resultados del ensayo ORAL-
SURVEILLANCE mostraron que el empleo de tofacitinib en pacientes mayores de 65 afios,
con presencia de factores de riesgo, resulté en la aparicion de efectos adversos graves, lo
que ha llevado a reevaluar el perfil de seguridad de este JAKi y a considerar factores de
riesgo en pacientes de avanzada edad 244, Sin embargo, diferentes ensayos clinicos en RA
266 psoriasis 267 y enfermedad inflamatoria intestinal 268 han mostrado un perfil riesgo-
seguridad aceptable para tofacitinib.

Los JAKi bloquean tanto la accién de las citoquinas como la de su sefalizacién. En el
caso particular de la RA, las dosis empleadas de los distintos JAKi son capaces de inhibir la
sefializacion de diversas citoquinas, lo que esta relacionado con los posibles efectos
adversos 266.269-272 [,0s principales riesgos asociados al tratamiento con JAKi implican la
aparicion de infecciones, nefropatia, perforaciones gastrointestinales, eventos
tromboembdlicos, hematoldgicos y cardiovasculares, tumores y alteraciones del perfil
lipidico. También se ha estudiado el potencial teratogénico de estos farmacos, asi como su
efecto sobre la fertilidad 2°°.
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Tabla 4. JAKi aprobados para su uso en RA y otras enfermedades inflamatorias. Tipo de inhibicién y dianas

farmacolégicas (ICso) 247:273,

Tofacitinib
(Xeljanz®)

Baricitinib
(Olumiant®)

Upadacitinib
(Rinvoq®)

Filgotinib
(Jyseleca®)

Peficitinib
(Smyraf®)
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Competitiva

Competitiva

Competitiva

Competitiva

Competitiva

JAK1 (2,9 nM)
JAK2 (1,2 nM)
JAK3 (1,1 nM)

JAK1 (5,9 nM)
JAK2 (5,7 nM)

JAK1 (45 nM)
JAK2 (109 nM)

JAK1 (10 nM)
JAK2 (28 nM)

JAK1 (3,9 nM)
JAK2 (5 nM)
JAK3 (0,7 nM)
TYK2 (4,8 nM)

Artritis Reumatoide

(2012)
Artritis Psoriasica (2017)

Colitis Ulcerosa (2018)

Artritis Idiopatica Juvenil
(2020)

Espondilitis Anquilosante

(2021)

Artritis Reumatoide

(2017)
COVID-19 (2020)

Uveitis asociada a Artritis
Idiopatica Juvenil (Fase 3,
2023)

Artritis Reumatoide

(2019)
Artritis Psoriasica (2021)

Dermatitis Atépica (2022)

Colitis Ulcerosa moderada-
severa (2022)

Artritis Reumatoide

(2020)

Artritis Reumatoide

(2019)









HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Los estudios sobre macréfagos han mostrado su relevancia fisiopatolégica en el
establecimiento de enfermedades como el cancer y la artritis reumatoide (RA), debido
fundamentalmente a su plasticidad y a su capacidad para producir citoquinas que modulan
la respuesta inflamatoria. En enfermedades inflamatorias inmunomediadas (EIMI), el MTX
empleado a dosis bajas (LD-MTX) tiene efecto antiinflamatorio. Resultados previos de
nuestro grupo han determinado el mecanismo molecular de la actividad antiinflamatoria de
LD-MTX, que condiciona a los macréfagos hacia un estado tolerante, disminuyendo la
produccién de citoquinas proinflamatorias inducidas por estimulos patogénicos sucesivos.
Sin embargo, el MTX es un farmaco que histéricamente ha sido utilizado en el tratamiento
de diferentes tipos de cancer a dosis altas (HD-MTX) y su acciéon sobre macro6fagos
protumorales no se ha estudiado. Hipotetizamos que el empleo de HD-MTX en contexto
tumoral podria ejercer un efecto reprogramador sobre macréfagos de perfil protumoral y
sobre su diferenciaciéon desde monocito. Por su parte, los JAKi son farmacos sintéticos
dirigidos a las rutas de sefializacién iniciadas por numerosas citoquinas y hormonas
implicadas en el proceso inflamatorio. Dada la selectividad de los JAKi por el eje JAK/STAT
y dado que GM-CSF es una de las citoquinas que dirige el programa proinflamatorio en
macréfagos via JAK/STAT, proponemos que el empleo de los JAKi ejerce un efecto
reprogramador sobre los macréfagos y sobre la diferenciacion monocito-macréfago. El
efecto reprogramador contemplaria cambios en la expresion de genes especificos y en las
capacidades funcionales de los macréfagos, contribuyendo a modular la sinovitis y el
proceso inflamatorio en artritis reumatoide.

De la presente hipétesis se plantean los siguientes objetivos:

Objetivo 1: Evaluar el efecto de dosis altas de metotrexato (HD-MTX) sobre macro6fagos
humanos derivados de monocitos (MDMs) en presencia de M-CSF.

Objetivo 1.1: Analizar el perfil transcripcional y funcional de los MDMs tratados con
HD-MTX.

Objetivo 1.2: Identificar los mecanismos moleculares implicados en los efectos
inducidos por HD-MTX sobre los MDMs.

Objetivo 2: Identificar el efecto de los inhibidores de JAK (JAKi) sobre macré6fagos humanos
derivados de monocitos en presencia de GM-CSF in vitro, asi como sobre monocitos de
sangre periférica de pacientes con artritis reumatoide in vivo.

Objetivo 2.1: Evaluar el efecto de los JAKi sobre la diferenciacién de monocitos a
macréfagos desde el punto de vista transcripcional, bioquimico y funcional.

Objetivo 2.2: Analizar la frecuencia de las subpoblaciones de monocitos de sangre
periférica y el perfil transcripcional de monocitos CD14+ de sangre periférica en
pacientes con RA pre y postratamiento con JAKi.
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MATERIALES Y METODOS

Los materiales y métodos empleados en esta tesis se encuentran recogidos en los articulos
presentados en la misma.
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RESULTADOS

Los resultados de esta tesis doctoral se encuentran recogidos en los articulos presentados
en la misma.
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La inhibicién de GSK3f previene la reprogramacion por dosis altas de metotrexato en
macrofagos

El metotrexato (MTX) es un farmaco antifolato utilizado como agente
quimioterapéutico para la leucemia linfoblastica aguda, donde el MTX mejora el prondstico
de los pacientes. La reprogramacidon de macréfagos estd siendo cada vez mas estudiada
como una estrategia terapéutica antitumoral. Sin embargo, aunque el MTX limita la accién
patogénica de los macréfagos en enfermedades inflamatorias crénicas, sus efectos sobre los
macr6fagos que promueven tumores no han sido explorados previamente. Ahora
informamos que el MTX moldea el perfil transcripcional y funcional de los macroéfagos
humanos dependientes de M-CSF, cuyo transcriptoma esta altamente enriquecido con la
firma génica que define a los macréfagos asociados a tumores patogénicos ("large TAM").
Especificamente, el MTX indujo la adquisiciéon de la firma génica de los "small TAM"
antitumorales y sesg6 a los macro6fagos hacia un fenotipo IL-6high [FN[31high [[.-10low tras la
estimulacion subsecuente. Desde el punto de vista de la sefalizacién, el efecto de
reprogramacion de macréfagos inducido por MTX se correlaciond con una reduccion de la
expresion y funcién del receptor de M-CSF CSF1R, asi como con una disminucion en la
expresion de los factores de transcripcion MAF y MAFB, determinantes principales de los
macro6fagos protumorales cuya actividad transcripcional depende de GSK3f. De hecho, la
capacidad del MTX para reprogramar transcripcionalmente a los macroéfagos hacia un
fenotipo antitumoral fue suprimida por la inhibicion de GSK3B. En general, nuestros
resultados establecen al MTX como un firmaco de reprogramacién de macréfagos e indican
que su capacidad para modular la polarizaciéon de macr6fagos también puede subyacer a sus
beneficios terapéuticos. Dado que la inhibicion de GSK3B impide la accién de
reprogramacién del MTX, nuestros resultados sugieren que el eje GSK3(3-MAFB/MAF
constituye un objetivo para las estrategias antitumorales centradas en macro6fagos.

Rios I, Lopez-Navarro B, Torres-Torresano M, Soler Palacios B, Simoén-Fuentes M,
Dominguez-Soto A, Muller IB, Jansen G, Corbi AL, Puig-Kréger A. GSK3 Inhibition Prevents
Macrophage Reprogramming by High-Dose Methotrexate. ] Innate Immun. 2023;15(1):283-
296. doi: 10.1159/000526622. Epub 2022 Nov 14. PMID: 36380627; PMCID:
PMC10643894.
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Abstract

Methotrexate (MTX) is an antifolate drug used as a chemo-
therapeutic agent for acute lymphoblastic leukemia, where
MTX improves patients’ prognosis. Macrophage reprogram-
ming is being increasingly assessed as an antitumor thera-
peutic strategy. However, and although MTX limits the
pathogenic action of macrophages in chronic inflammatory
diseases, its effects on tumor-promoting macrophages have
not been previously explored. We now report that MTX
shapes the transcriptional and functional profile of M-CSF-
dependent human macrophages, whose transcriptome is
highly enriched in the gene signature that defines patho-
genic tumor-associated macrophages (“large TAM"). Specifi-
cally, MTX prompted the acquisition of the gene signature of
antitumoral “small TAM” and skewed macrophages toward
an IL-6M9M [FNB1Mi9" |L-10'" phenotype upon subsequent
stimulation. Mechanistically, the MTX-induced macrophage

reprogramming effect correlated with a reduction of the M-
CSF receptor CSF1R expression and function, as well as a di-
minished expression of MAF and MAFB transcription factors,
primary determinants of pro-tumoral macrophages whose
transcriptional activity is dependent on GSK3. Indeed, the
ability of MTX to transcriptionally reprogram macrophages
toward an antitumoral phenotype was abrogated by inhibi-
tion of GSK3. Globally, our results establish MTX as a mac-
rophage reprogramming drug and indicate that its ability to
modulate macrophage polarization may also underlie its
therapeutic benefits. Since GSK3 inhibition abrogates the
reprogramming action of MTX, our results suggest that the
GSK3B-MAFB/MAF axis constitutes a target for the macro-
phage-centered antitumor strategies.

© 2022 The Author(s).
Published by S. Karger AG, Basel

Israel Rios and Baltasar Lépez-Navarro contributed equally to this
work.

Angel L. Corbi and Amaya Puig-Kréger contributed equally to this
work, and the order of authors is arbitrary.

Karger@karger.com
www.karger.com/jin

© 2022 The Author(s).
Published by S. Karger AG, Basel

This article is licensed under the Creative Commons Attribution 4.0
International License (CC BY) (http://www.karger.com/Services/
OpenAccessLicense). Usage, derivative works and distribution are
permitted provided that proper credit is given to the author and the
original publisher.

el
Karger~

B OPEN ACCESS

Correspondence to:
Amaya Puig-Kroger, amaya.puig @iisgm.com

20z Arenigad G0 uo 3senb Aq 4pd'zz9925000/809%Z L ¥/€8Z/L/S | #Pd-8joe/ull/woo"1e61eN//:dRY Wwouy papeojumoq



Introduction

Tissue macrophages exhibit a huge functional plastic-
ity, and they can exert proinflammatory or anti-inflam-
matory/resolving functions depending on their ontogeny
and the prevailing extracellular cues [1, 2]. Regarding on-
togeny, tissue-resident macrophages mostly perform a
homeostatic role and reparative and anti-inflammatory
functions during inflammation, whereas newly recruited
macrophages usually display proinflammatory functions
[1, 3-6]. Best exemplifying the influence of the environ-
ment on macrophage functional polarization, GM-CSF
primes macrophages (GM-M®) to acquire robust immu-
nostimulatory and proinflammatory activity, whereas M-
CSF prompts macrophages (M-M@) to gain an anti-in-
flammatory and immunosuppressive (IL-10Msh TNFW
IL-6"°) profile [7]. In line with their effector functions,
M-M@ and GM-MO® exhibit distinct transcriptional pro-
files that resemble those of tumor-associated macro-
phages (TAM) and rheumatoid arthritis synovial macro-
phages in vivo [8, 9], respectively.

In the case of cancer, macrophages are involved in the
initiation and progression of the tumor. TAM normally
associate to bad prognosis as they are “educated” by tu-
mor-derived factors (e.g., TGF-f, VEGF, M-CSF, IL-10)
to exhibit anti-inflammatory, immunosuppressive, and
pro-tumoral functions, lastly contributing to tumor pro-
gression, metastasis, and even resistance to chemothera-
py, radiotherapy, and immunotherapy [2, 10]. Conse-
quently, metabolic and functional reprogramming of
macrophages is considered a promising therapeutic strat-
egy for cancer and other inflammatory disorders, where
deregulated polarization has a pathogenic role [10-12].
TAM reprogramming aims at converting immunosup-
pressive pro-tumoral macrophages into immunostimula-
tory and antitumor effector cells, and targeting various
Toll-like receptors (TLR), the M-CSF/CSFI1R axis, and its
downstream effector PI3Ky have been already assayed to
that end in clinical trials for cancer therapy [11, 13]. In-
deed, blockade of M-CSF/CSF1R leads to macrophage re-
programming [14, 15] and loss of TAM in the tumor [16],
while blockade of macrophage PI3Ky in an animal mod-
el of pancreatic ductal adenocarcinoma reprograms TAM
for immunostimulation and inhibition of tumor metasta-
sis [17, 18].

One-carbon metabolism, mediated by the folate cofac-
tor, enables cancer growth and proliferation by support-
ing pyrimidine and purine biosynthesis, as well as amino
acid homeostasis, epigenetic maintenance, and redox de-
fense [19]. Inhibition of folate metabolism and/or nucle-
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otide biosynthesis is an important anticancer strategy.
The main antifolates in current clinical practice are meth-
otrexate (MTX), which primarily targets dihydrofolate
reductase and pemetrexed, which mostly targets thymi-
dylate synthase [20]. MTX preferentially target rapidly di-
viding cells and is an important component of chemo-
therapy for breast cancer, head and neck cancer, non-
Hodgkin lymphoma, osteosarcoma, bladder cancer,
choriocarcinoma and for children with acute lympho-
blastic leukemia (ALL), where high-dose MTX can sig-
nificantly increase cure rates and improve patients’ prog-
nosis [21-24]. However, the role of MTX in myeloid cells
within the tumor microenvironment has not been previ-
ously explored.

We now report that MTX reprograms human M-CSF-
primed monocyte-derived macrophages (M-MQ) at the
transcriptional and functional level, and that the MTX
reprogramming effect is dependent on GSK3p. Mecha-
nistically, MTX downregulates the expression of CSF1R
and MAF/MAFB transcription factors and, consequent-
ly, impairs the acquisition of the MAF-dependent pro-
tumoral phenotype of M-M@. Our results establish MTX
as a macrophage reprogramming drug and evidence that
its therapeutic benefits go beyond limiting tumor cell
proliferation, suggesting that GSK3p might be the final
target of the antitumor strategies, aiming at CSFIR or
PI3KYy.

Methods

Cell Culture

Human peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) were
isolated from bufty coats from normal donors over a Lymphoprep
(Nycomed Pharma) gradient. 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 1640 (standard RPMI, which contains 1 mg/L folic acid)
supplemented with 10% fetal calf serum, at 37°C in a humidified
atmosphere with 5% CO,, and containing GM-CSF (1,000 U/mL;
ImmunoTools) to generate GM-CSEF-polarized macrophages
(GM-MQ) or M-CSF (20 ng/mL; ImmunoTools) to generate M-
CSE-polarized macrophages (M-M@). GM-CSF or M-CSF was
added every 2 days. MTX (MTX; Pfizer) and pemetrexed (PMX;
Sigma-Aldrich) were used at 5 uM on monocytes at the beginning
of the differentiation procedure together with M-CSF or in 5-day
M-CSF-differentiated macrophages. Where indicated, folinic acid
(FA; Sigma-Aldrich) was used at 500 uM. MTX was dissolved in
PBS, whereas PMX and FA were initially dissolved in H,O and
later in RPMI. Whenever MTX, PMX, or FA were used, control
experiments were done by exposing macrophages to the same
amount of solvent. LPS (10 ng/mL, 0111:B4 strain; InvivoGen),
2'3'cGAMP (10 pg/mL; InvivoGen) was added at the indicated
time points onto 7-day fully differentiated macrophages.
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RNAseq and GSEA

Total RNA was isolated from three independent preparations
and processed at BGI (https://www.bgitechsolutions.com), where
library preparation, fragmentation, and sequencing were per-
formed using the BGISEQ-500 platform. An average of 5.41 Gb
bases was generated per sample and, after filtering, clean reads
were mapped to the reference (UCSC Genome assembly hg38) us-
ing Bowtie2 (average mapping ratio 93.41%). Gene expression lev-
els were calculated by using the RSEM software package. Differen-
tial gene expression was assessed by using DEseq2 algorithms us-
ing the parameters fold change >2 and adjusted p value <0.05. For
gene set enrichment analysis (GSEA) (http://software.broadinsti-
tute.org.gsea/index.jsp), the gene sets available at the website, as
well as the “M-M@-specific LPS-induced” and “GM-M®@-specific
LPS-induced” gene sets (GSE99056), the M-M®@-specific” and
“GM-MQ-specific” gene sets (GSE188278), and the MAF and
MAFB regulates genes (GSE155719). The gene signatures of Large
Tumor-Associated macrophages (“Large TAM”) and “Small
TAM” from colorectal liver metastasis were derived from
GSE131353 [25]. “GM-M@-specific” and “M-M®@-specific” gene
sets include all the genes whose expression is significantly different
in GM-M® and M-M@ (adjusted p <0.05 and log, FC > 3). The
“GM-MO-specific” gene set includes 430 genes, and the “M-MQ-
specific” gene set contains 216 genes (GSE188278). The data re-
ported in this publication have been deposited in NCBIs Gene Ex-
pression Omnibus and are accessible through GEO Series acces-
sion number GSE186151 (MTX-treated M-M@®), GSE189740 (LPS
activated MTX-treated M-M@), GSE185872 (CHIR-99021-treat-
ed M-MQ), and GSE188278 (monocyte-to-macrophage differen-
tiation).

Quantitative Real-Time RT-PCR

Total RNA was retrotranscribed, and cDNA was quantified us-
ing the Universal Human Probe Roche library (Roche Diagnos-
tics). Quantitative real-time PCR (qRT-PCR) was performed on a
LightCycler® 480 (Roche Diagnostics). Assays were made in trip-
licates and results normalized according to the expression levels of
TBP. Results were obtained using the AACT method for quantita-
tion. The oligonucleotides used to quantify mRNA transcripts
were (5'-3"): GDF15 forward: ccggatactcacgccaga; GDF15 reverse:
agagatacgcaggtgcaggt; INHBA forward: ctcggagatcatcacgtttg; IN-
HBA reverse: ccttggaaatctcgaagtge; IL1P forward: ctgtectgegtgtt-
gaaaga; IL1p reverse: ttgggtaatttttgggatctaca; LIF forward: tgccaat-
geectctttatte; LIF reverse: gtccaggttgttggggaac; TBP forward: cg-
gctgtttaacttcgettc; TBP reverse: cacacgccaagaaacagtga.

ELISA

Supernatants from M-M@ were tested for the presence of IL-6,
IL-10 (BioLegend), and IFNB, CCL3, CCL4, and CCL8 (R&D Sys-
tems) following the procedures supplied by the manufacturers.

Western-Blot

Cell lysates were obtained in RIPA buffer containing 1 mMm PIC
(Protease Inhibitor Cocktail; Sigma), 10 mM NaF, 1 mM NazVOy,,
and 0.5 mM DTT. Ten to thirty micrograms cell lysate was sub-
jected to SDS-PAGE and transferred onto an Immobilon polyvi-
nylidene difluoride membrane (Millipore). For folate receptor beta
(FOLR2, FRP), cell lysates were subjected to SDS-PAGE under
nonreduced conditions. Protein detection was carried out using
rabbit polyclonal antibodies against pp38, pJNK, and pERK (clones
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D3F9, 81E11 and D13.14.4E; Cell Signaling, 1/1,000), pIRF3 (clone
4DA4G; Cell Signaling, 1/1,000), pSTING (clone D7C3S; Cell Sig-
naling, 1/1,000), STING (clone D2P2F; Cell Signaling, 1/1,000),
pCSFIR (clone 49C10; Cell Signaling, 1/1,000), CD209 (dsg-1,
1/1,000) [26], MAF (sc-7866; Santa Cruz Biotech, 1/1,000), MAFB
(clone O91E9; BioLegend, 1/1,000), and pSTAT3 (clone D3A7;
Cell Signaling, 1/2,000), goat polyclonal against CSF1R (AF329;
R&D Systems, 1/2,000), and mouse monoclonal antibody against
human FOLR2 (FRB, kindly provided by Dr. Takami Matsuyama
[27], 1/800). Protein loading was normalized using an antibody
against GAPDH (clone 6C5; Santa Cruz Biotechnology, 1/2,000)
or against human vinculin or tubulin (clone VIN-11-5, 6-11B-1;
Sigma-Aldrich, 1/3,000).

Mixed Leukocyte Reaction

Five-day M-CSF-differentiated macrophages were exposed to
5 uM MTX for 48 h. M-M@ and MTX-M-M® (d5) were detached
using PBS with 2 mM EDTA at 37°C, and replated in 96-well U-
bottom plates (10* cells/well) in RPMI with 5% human AB serum
(Lonza). Allogeneic T-lymphocytes were isolated from PBMCs us-
ing CD3+ magnetic beads (Miltenyi Biotec) and co-cultured with
macrophages at 1:10 M-MQ:T lymphocyte ratio for 4 days in
RPMI with 5% human AB serum. Then, *H-Thymidine (1 pCi/
well; Perkin Elmer) was added and, after 16 h, radioactivity was
transferred to a filter and thymidine counts measured in a scintil-
lation counter (Perkin Elmer).

Statistical Analysis

Statistical analysis was done using GraphPad Prism, using
parametric Student’s f test, as appropriate, and one-way ANOVA
test coupled with Tukey’s post hoc test were indicated. Two-sided
p value <0.05 was considered significant (*p < 0.05; **p < 0.01, ***p
<0.001).

Results

MTX Promotes Monocyte Differentiation into

Macrophages with a Proinflammatory Transcriptional

and Functional Profile

We have previously demonstrated that low-dose MTX
enhances the proinflammatory nature of GM-CSF-de-
pendent monocyte-derived macrophages (GM-MQ) via
a p53/TS axis, whereas it has minimal effect on M-CSF-
dependent macrophages (M-M@) [28]. Since high-dose
MTX is commonly used in cancer therapy [29, 30], we
sought to determine the gene expression profile of M-M©®
generated in the continuous presence of 5 pM MTX
(Fig. 1a), a concentration achieved in the plasma of ALL
patients subjected to high-dose MTX therapy [31, 32].
RNAseq of the resultant cells revealed that MTX triggers
an important transcriptional change as MTX-M-M® ex-
hibited significantly (|logFC| > 1; adjusted p <0.05) en-
hanced expression of 764 genes and reduced expression
of 100 genes (Fig. 1b). In line with our previous findings
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Fig. 1. High-dose MTX promotes a proinflammatory gene expres-
sion profile in M-CSF monocyte-derived macrophages. a Sche-
matic representation of the experiments. Monocytes were untreat-
ed or exposed to 5 uM MTX at the beginning of the 7-day macro-
phage differentiation process with M-CSF, and the RNA levels
were determined at day 7 on M-M@ and MTX-M-M@. b Number
of annotated genes whose expression is upregulated or downregu-
lated in M-MQ after 7d of MTX treatment (adjusted p <0.05).
¢ Summary of GSEA with the indicated gene set on the ranked
comparison of the transcriptomes of M-M@ versus MTX-M-MQ,
using the Hallmarks v7.2 data set available at the website. False
discovery rate (FDRq) is indicated (red, positive enrichment; blue,
negative enrichment). The genes within the leading edge of each
GSEA are indicated in online supplementary Table 1 (see www.
karger.com/doi/10.1159/000526622 for all online suppl. material).
d Relative level of expression of the indicated genes as determined
by RNA-sequencing on M-M® and MTX-M-M® (GSE186151). e
Production of CCL3, CCL4, and CCL8 by M-M® and MTX-M-
M@ (d5). Mean + SEM of 8 independent donors are shown (*p <
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0.05, **p < 0.01, paired ¢ test). f Schematic representation of the
experiment. Monocytes were exposed to GM-CSF or M-CSF dur-
ing the monocyte-to-macrophage differentiation process, and
RNA levels were determined at day 7 on GM-M@ and M-M@. The
“GM-MQ@-specific markers” and “M-M@-specific markers” data
set are available at GEO (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/)
(GSE188278). g Summary of GSEA of the genes significantly mod-
ulated by GM-CSF (GM-M®-specific markers) and M-CSF (M-
M@-specific markers), the top 100 MAFB and MAF-regulated
genes in M-M®@ (GSE155719) and the “small TAM” and “large
TAM” signatures (GSE131353) on the ranked comparison of
M-M@ versus MTX-M-M@ transcriptomes. Informative genes
found in the leading edge and FDRq are indicated (red, positive
enrichment; blue, negative enrichment). h Immunoblot analysis of
FOLR2 (FRp) and CD209 by monocytes differentiated with GM-
CSF (GM-M®) versus M-CSF (M-M@) (left) and MTX-M-MQ
versus M-M® (right, two independent donors are shown). Vincu-
lin and GAPDH protein levels were determined as protein loading
controls.
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Fig.2. LPS activated MTX-treated M-M® exhibit a functional pro-
inflammatory profile. a Experimental design. Monocytes were un-
treated or exposed to 5 uM MTX at the beginning of the 7-day
macrophage differentiation process with M-CSF and challenged
with LPS (10 ng/mL) on day 7. Cells were assayed 3 h post-LPS
stimulation on M-M@ and MTX-M-M®@. b Production of IL-10,
IFNp, and IL-6 by M-M® and MTX-M-M® challenged with LPS
for 3 h as determined by ELISA. Mean + SEM of 10-12 indepen-
dent donors, each symbol represents a single donor (**p < 0.01,
**%p < 0.001, paired t test). ¢ Upper panel, scatter plot of RNAseq
results showing gene expression changes 3 h post-LPS stimulation
in MTX-M-M® (LPS + MTX-M-M@/LPS + M-M@®). The number
of annotated genes whose expression is upregulated or downregu-
lated 3 h post-LPS stimulation in M-M® after 7 days of MTX treat-
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ment (adjusted p <0.05) is shown. Lower panel, relative level of
expression of the indicated genes as determined by RNAseq on
LPS + M-M@ and LPS + MTX-M-MO, adjusted p value is indi-
cated. d GSEA on the ranked comparison of the transcriptome of
LPS + MTX-M-MQ versus LPS + M-M@, using the genes signifi-
cantly modulated by LPS in GM-M@ (GM-M®-specific LPS-in-
duced) and M-M@ (M-M®@-specific LPS-induced) as data set. The
genes within the leading edge of each GSEA are indicated in online
supplementary Table 1. e, f Inmunoblot analysis of pERK, pJNK,
and pp38 (e), pIRF3 and pSTATS3 (f) by monocytes differentiated
with M-CSF in the absence or presence of MTX for 7 days and
challenged with LPS for the indicated time points. Vinculin or
GAPDH protein levels were determined as protein loading con-
trol.
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Fig. 3. cGAMP activated MTX-treated M-M@ exhibit higher func-
tional proinflammatory profile than M-M@. a Relative level of ex-
pression of CGAS as determined by RNA-sequencing on M-M@
and MTX-M-M@ (GSE186151). b Immunoblot analysis of pST-
ING by monocytes differentiated with M-CSF in the absence or
presence of MTX for 7 days and challenged with 2'3'cGAMP for 2

(28], MTX-M-M@ were enriched in genes within the
GSEA Hallmark “p53 PATHWAY” term and inflamma-
tory responses, and showed a positive enrichment of “In-
terferon_alpha_response” and “Interferon_gamma_re-
sponse” gene sets (Fig. 1c). Besides, MTX-M-M® had
augmented expression of MTX-response genes like
GDF15, INHBA, and LIF (Fig. 1d), whose upregulation
was completely prevented by an excess of FA (online sup-
pl. Fig. 1A; see www.karger.com/doi/10.1159/000526622
for all online suppl. material), demonstrating the specific-
ity of the responses. Besides, and in agreement with the
Enrichment of the GSEA Hallmark “INFLAMMATORY
RESPONSE” term (Fig. 1¢c), MTX-M-M® showed a high-
er release of the monocyte-recruitment chemokines
CCL3, CCL4, and CCLS8 (Fig. le; online suppl. Fig. 1B).
Further GSEA using “GM-M®@-specific” or “M-MO-spe-
cific” gene sets (Fig. 1f) revealed that MTX-M-MQ are
positively enriched in “GM-M@-specific” genes and also
show a very significant reduction in the expression of par-
adigmatic “M-MO-specific” genes like FOLR2, CD28,
IGF1, and CD209 (Fig. 1g). Indeed, MTX-M-M® dis-
played much lower expression of FOLR2 and CD209 pro-
teins than untreated M-M® (Fig. 1h), supporting the rel-
evance of the transcriptional changes induced by MTX on
macrophages. Thus, exposure to high-dose MTX drives
monocytes to differentiate into macrophages with re-
duced expression of M-M@-specific genes and higher ex-
pression of the genes that define proinflammatory GM-
MQ.

The functional consequences of the continuous expo-
sure to MTX were next assessed through the determina-
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h. The medium was replaced for folic acid-free RPMI with 10%
FCS for the final 16 h. Vinculin protein levels were determined as
protein loading control. ¢ Production of IFN and IL-6 by M-M©®
and MTX-M-M® challenged with 2'3'cGAMP for 7 h. Mean *
SEM of 4 independent donors are shown (*p < 0.05, paired f test).

tion of the cytokine profile of MTX-M-M@ upon expo-
sure to pathogen-associated or danger-associated molec-
ular stimuli. Regarding pathogenic stimuli (Fig. 2a),
LPS-treated MTX-M-MO produced higher levels of IL-6
and IFN1, butlowerlevels of IL-10, than M-M@ (Fig. 2b).
Moreover, the comparison of the transcriptomes of LPS-
treated M-M@ and LPS-treated MTX-M-MQ (Fig. 2c)
confirmed the stronger proinflammatory nature of MTX-
M-MO (lower IL-10 and higher IL-6 and IFNBI expres-
sion after LPS exposure) (Fig. 2¢, lower panel). A similar
conclusion was reached through GSEA using the recently
described “M-M@-specific LPS-induced” and “GM-MO-
specific LPS-induced” gene sets (GSE99056) [33] since
LPS-treated MTX-M-M® showed a positive enrichment
of the latter but a negative enrichment of the “M-M®-
specific LPS-induced” gene set (Fig. 2d). In line with these
findings, and compared to untreated M-M@, LPS in-
duced lower levels of phosphorylation of ERK, JNK, p38
MAPK, and STAT3 (Fig. 2e, f), but higher IRF3 activation
(Fig. 2f) in MTX-M-M@, implying that MTX also affects
LPS-initiated intracellular signaling in M-M@. Altogeth-
er, these results indicate that MTX conditions monocytes
to differentiate into macrophages with a proinflamma-
tory transcriptional and functional profile.

In the case of danger-associated stimuli, and since the
expression of CGAS (that codes for cGAMP synthase)
was higher in MTX-M-M@ compared to untreated
M-M@ (Fig. 3a), we explored the effect of MTX on the
cGAS-cGAMP-STING pathway, which detects tumor-
derived DNA and generates antitumor immunity via the
TBK1-IRF3-dependent production of IFNP and the
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Fig. 4. MTX modulates the expression of MAF, MAFB, and CSF1R
in M-CSF monocyte-derived macrophages. a Immunoblot analy-
sis of MAF and MAFB by M-M® and MTX-M-M@Q. b Relative
level of expression of the indicated genes as determined by RNA-
sequencing on M-M@ and MTX-M-M@ (GSE186151). ¢ Left, Im-
munoblot analysis of CSF1R by M-M@ and MTX-M-M®. Right,
immunoblot analysis of CSF1R by M-M@, MTX-M-M®, or MTX-

NF«B pathway [34]. To that end, macrophages were ex-
posed to cGAMP, and the phosphorylation of STING and
the cytokine profile was determined. Compared to un-
treated M-M@, cGAMP induced higher STING activa-
tion (Fig. 3b) and higher levels of IL-6 and IFNp1 in
MTX-M-M@ (Fig. 3¢), thus indicating that MTX also al-
ters macrophages-responses to a danger-associated stim-
ulus commonly present in the tumor microenvironment.

To determine the extent of the influence of MTX on
the M-CSF-driven differentiation of M-M®, we also eval-
uated the effect of MTX on the expression of genes whose
up or downregulation along monocyte differentiation is
specifically promoted by either M-CSF or GM-CSF (on-
line suppl. Fig. 2A). GSEA results indicated that MTX-M-
M@ are very significantly enriched in genes exclusively
upregulated along monocyte-to-GM-MQ differentiation
(“upregulated Mo-to-GM-M@-specific,” online suppl.
Fig. 2B, C), while they show a negative enrichment of
genes exclusively upregulated along monocyte-to-M-MQ
differentiation (“Upregulated Mo-to-M-M@-specific,”
online suppl. Fig. 2B, C). Furthermore, the exact opposite
results were obtained, when GSEA was done on “down-
regulated Mo-to-GM-M@-specific” and on “downregu-
lated Mo-to-M-M@-specific” gene sets (online suppl. Fig.
2B, C). Therefore, and combined with the above findings,
our results demonstrate that MTX modifies the transcrip-

Methotrexate Reprograms Macrophages
via GSK3p

M-MO@ exposed to FA. GAPDH protein levels were determined as
protein loading control. d Immunoblot analysis of pCSF1R (left),
pERK1/2, and total ERK (right) by M-M®@ and MTX-M-M® chal-
lenged with M-CSF for the indicated time points. For a, ¢, d, two-
three independent donors are shown. Vinculin, tubulin, or GAP-
DH protein levels were determined as protein loading control. Ar-
rowheads indicate the protein of interest.

tional changes that take place along M-CSF-driven mono-
cyte-to-macrophage differentiation.

Altered Expression of MAF, MAFB, and CSFIR upon

M-MGQ@ Differentiation in the Presence of MTX

The M-CSE-driven differentiation of M-M@ is depen-
dent on CSFIR as well as on the transcription factors
MAF and MAFB [35-38]. In fact, Maf controls the ex-
pression of CsfIr in mouse macrophages, where it serves
as a switch for the generation of tumor growth-promot-
ing macrophages [39]. In line with their altered transcrip-
tome, MTX-M-M@ exhibited lower expression of both
MAF and MAFB proteins (Fig. 4a). In fact, the expression
of MAF-dependent genes like CDI163L1, SLC40A1, and
STABI [40] (GSE155719) was lower in MTX-M-MQ@®
compared to untreated M-M@ (Fig. 1g, 4b). Of note, ex-
pression of the CSF1R-encoded M-CSF receptor was also
lower in MTX-M-M@ compared to untreated M-M@, a
decreased that was abrogated by FA (Fig. 4c). In line with
the lower CSF1R expression, M-CSF stimulation of MTX-
M-M@ resulted in diminished phosphorylation of CSFIR
and impaired ERK activation (Fig. 4d). Therefore, MTX
provokes monocytes to differentiate into macrophages
with reduced expression of the factors that determine the
acquisition of their pro-tumoral profile, namely, MAF,
MAFB, and CSF1R.
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Fig. 5. MTX modulates the expression of MAF, MAFB, and CSF1R
in M-M@. a Schematic representation of the experiment. Mono-
cytes were differentiated to macrophages in the presence of M-CSF
for 7 days. Five micromolar MTX was added once on monocytes
[MTX-M-M@], or on 2 days (MTX-M-M® [d2]) or 5 days (MTX-
M-MQ [d5]) after the beginning of the differentiation process with
M-CSF. RNA or protein levels were determined at day 7. b Relative
mRNA expression levels of the indicated genes as determined by
qRT-PCR on M-MQ, MTX-M-MQ, MTX-M-M® (d2),and MTX-
M-MQ (d5). Mean + SEM of three independent donors are shown.
Groups were compared by applying one-way ANOVA (with
Tukey’s post hoc test, *p < 0.05). ¢ Scatter plot of RNAseq results
showing upregulated expression gene changes in MTX-M-MQ

MTX Downregulates the Expression of MAF, MAFB,

and CSFIR in M-CSF-Dependent Macrophages

Once we had demonstrated that MTX modulates the
monocyte-to-macrophage differentiation, we decided to
assess whether MTX could also alter the phenotype and
function of differentiating macrophages. To that end,
MTX was added at later time points along the monocyte-
to-M-M@ differentiation process (at days 2 or 5) (Fig. 5a),
and the resulting cells [MTX-M-M® (d2) and MTX-M-
M@ (d5)] were compared to M-M@ generated from
MTX-treated monocytes (MTX-M-M@). A similar up-
regulation of the MTX-dependent genes GDF15, INHBA,
IL1B, and LIF was seen after exposure to MTX at the three
time points (Fig. 5b), indicating that MTX also affects the
transcriptome of differentiating M-M@. In fact, compar-
ison of the whole transcriptome of MTX-M-M@ and
MTX-M-MQ@ (d5) revealed a strong overlapping of the
genes whose expression is significantly upregulated in
MTX-M-M@ and MTX-M-MO (d5), as well as a positive
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versus MTX-M-M@ (d5). d Venn diagram comparing the genes
differentially expressed by MTX in MTX-M-M® with the genes
significantly altered by MTX in and MTX-M-M® (d5). e Alloge-
neic CD3" T-lymphocyte proliferation promoted by M-M@ and
MTX-M-M@ (d5). Shown are two experiments using independent
preparations of M-M@. Mean + SEM of six replicates performed
in each experiment are shown (**p < 0.01). f Inmunoblot analysis
of CSF1R, MAFB, and MAF by M-M@ and MTX-M-M® (d5).
GAPDH protein levels were determined as protein loading con-
trol. g Immunoblot analysis of CSFIR and MAFB by M-MQ,
MTX-M-M@ (d5), or MTX-M-M® (d5) exposed to FA. Tubulin
protein levels were determined as protein loading control.

correlation between their respective level of upregulation
(R*>=0.822) (Fig. 5¢, d). At the functional level, LPS-treat-
ed MTX-M-MO (d5) produced higher levels of IFNfB1
and lower levels of IL-10 than M-M® (see Fig. 6f). We
also assessed the T-cell stimulatory capability of MTX-M-
M@ (d5) because TAMs are usually immunosuppressive
[2,41]. MTX-M-MO (d5) showed an allostimulatory ca-
pacity that was 50% higher than the T-cell response elic-
ited by control M-M@ (Fig. 5e). More importantly, MTX-
M-MO (d5) showed diminished MAF and MAFB protein
levels as well as reduced expression of CSF1R (Fig. 5f).
Like in the case of monocytes (Fig. 4c), the specificity of
the MTX-induced loss of CSF1R and MAFB in MTX-M-
M@ (d5) was completely abrogated by FA (Fig. 5g).
Therefore, a 48 h exposure to high-dose MTX also repro-
grams macrophages toward the loss of MAF, MAFB, and
CSF1R, and the subsequent acquisition of a more proin-
flammatory and immunogenic profile.
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Fig. 6. GSK3p inhibition prevents the reprogramming ability of
MTX on M-M@. a Experimental design. Monocytes were differ-
entiated to M-M@ with M-CSF. On day 5, cells were untreated
(DMSO, vehicle) or exposed to 5 um MTX, 10 um CHIR-99021 or
both, and the RNA and protein levels were determined at day 7.
b Immunoblot analysis of MAF, MAFB, and TS by M-M@ and
MTX-M-M® (d5) unexposed or exposed to CHIR-99021. GAP-
DH protein levels were determined as protein loading control. Ar-
rowheads indicate the protein of interest. ¢ Gene expression of the
indicated genes determined by qRT-PCR on M-M@ and MTX-M-
M@ (d5). MTX and CHIR-99021 were added on day 5 and gene
expression determined at day 7. Mean = SEM of 5 independent
donors are shown. Groups were compared by applying one-way
ANOVA (with Tukey’s post hoc test, *p < 0.05, **p < 0.01, ***p <
0.001). d Production of CCL3, CCL4, and CCL8 by M-M® and
MTX-M-M® (d5) unexposed or exposed to CHIR-99021. Mean +
SEM of 11 independent donors are shown. Groups were compared
by applying one-way ANOVA (with Tukey’s post hoc test, *p <
0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001). e Heatmap of the expression of

Methotrexate Reprograms Macrophages
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genes significantly (JlogFC| > 1; p < 0.05) altered by MTX in the
absence or in the presence of CHIR-99021 as determined by RNA-
seq and using Genesis (https://genome.tugraz.at/genesisclient/
genesisclient_description.shtml). f Production of IL-10, IFNf, and
IL-6 by M-M@ and MTX-M-M@ (d5) unexposed or exposed to
CHIR-99021 and challenged with LPS for 3 h. Mean + SEM of 4
independent donors are shown. Groups were compared by apply-
ing one-way ANOVA (with Tukey’s post hoc test, *p < 0.05).
g Immunoblot analysis of pIRF3 and MAFB by M-M® and MTX-
M-M@ (d5) challenged with LPS for 1 h. GAPDH protein levels
were determined as protein loading control. h Summary of GSEA
of the top 100 MAF-regulated genes in M-M@ (GSE155719) and
the “small TAM” and “large TAM” signatures (GSE131353) on the
ranked comparison of M-M@ versus MTX-M-M® (d5) transcrip-
tomes (upper panel) and CHIR-99021-treated M-M@ versus
CHIR-99021-treated MTX-M-M@ (d5) transcriptomes (lower
panel). FDRq is indicated (red, positive enrichment; blue, negative
enrichment). The genes within the leading edge of each GSEA are
indicated in online supplementary Table 1.
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GSK3p Inhibition Prevents the Reprogramming

Ability of MTX on Human Macrophages

The protein levels and activity of the transcription fac-
tors of the “large MAF” family (MAF, MAFA, MAFB,
NRL) are dependent on the phosphorylation of their
transcriptional activation domains by GSK3p [42]. In
fact, mutations affecting the GSK3p phosphorylation
sites of “large MAF” factors result in pathologies like
Aymé-Gripp syndrome (MAF), Multicentric Carpotarsal
Osteolysis (MAFB), and Retinitis Pigmentosa (NRL) [42,
43]. Thus, we next assessed whether GSK3f had a role on
the MTX macrophage reprogramming ability. To that
end, we generated MTX-M-MQ (d5) both in the presence
and absence of the GSK3p inhibitor CHIR-99021 [44],
which was added immediately before MTX (Fig. 6a).
CHIR-99021 pretreatment prevented the downregula-
tion of MAF, MAFB (Fig. 6b) and the upregulation of TS
(Fig. 6b) in MTX-M-M@ (d5). Besides, the GSK3p in-
hibitor abrogated the upregulation of MTX-responsive
genes GDF15, INHBA, LIF, and IL1B in MTX-M-M@®
(d5) (Fig. 6¢c) and the chemokines CCL3 and CCL4
(Fig. 6d). In fact, comparison of the global gene expres-
sion profile of MTX-M-M® (d5) with or without CHIR-
99021 evidenced that CHIR-99021 abolished all the sig-
nificant (JlogFC| > 1; adjusted p <0.05) MTX-induced
transcriptional changes (384 upregulated, 59 downregu-
lated) observed in MTX-M-M® (d5) (Fig. 6e). Therefore,
GSK3p inhibition impairs the macrophage transcription-
al reprogramming caused by MTX. At the functional lev-
el, CHIR-99021 pretreatment reverted the lower produc-
tion of IL-10 observed in MTX-M-M® (d5) (Fig. 6f), as
well as their higher production of IFNP1 (Fig. 6f), thus
implying that GSK3p inhibition also abrogates the func-
tional reprogramming of human macrophages by MTX.
Moreover, and regarding intracellular signaling, inhibi-
tion of GSK3 blocked the LPS-induced IRF3 activation
in MTX-M-MQ (d5) (Fig. 6g). Altogether, these results
demonstrate that the transcriptional and functional re-
programming capacity of MTX on M-CSF-primed mac-
rophages can be fine-tuned through modulation of
GSK3p activity.

Apart from MTX, pemetrexed (PMX) is another anti-
folate used as chemotherapeutics in mesothelioma and
non-small cell lung cancer [45]. To assess whether the
MTX reprogramming action can be also extrapolated to
other clinically relevant antifolates, the effect of PMX on
the transcriptional and functional state of human macro-
phages was analyzed. Like in the case of MTX, PMX up-
regulated MTX-dependent genes (online suppl. Fig. 3A)
and downregulated the expression of MAFB in a GSK3p-
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dependent manner (online suppl. Fig. 3B). Additionally,
PMX reduced IL-10 expression and increased IFN1 re-
lease from differentiating M-M@ after LPS activation
(online suppl. Fig. 3C). Hence, the transcriptional and
functional reprogramming action of antifolates on mac-
rophages can be prevented by inhibition of GSK3p.
Finally, gene ontology analysis provided additional
support for these experimental results. On the one hand,
GSEA showed that GSK3 inhibition prevents the modu-
lation of genes positively and negatively regulated by
MAF in MTX-M-MO (d5) (Fig. 6h), indicating that a cor-
relation exists between the expression of MAF-regulated
genes and the GSK3B-dependent macrophage repro-
gramming ability of MTX. On the other hand, GSEA in-
dicated that MTX-M-M®@ showed a significant enrich-
ment of the gene set that defines the transcriptome of
“small TAM,” whose presence correlates with good prog-
nosis [25] (Fig. 1g). A similar trend was observed in MTX-
M-M@ (d5) (Fig. 6h, upper panel). However, CHIR-
99021 pretreatment abrogated such a positive enrich-
ment of the “small TAM”-specific gene set (Fig. 6h, lower
panel). This result is remarkable because it implies that
MTX is capable of skewing the polarization of human
macrophages toward the antitumoral side, and that the
MTX-induced upregulation of the “small TAM”-specific
gene set can be abrogated through inhibition of GSK3.
Therefore, the antitumoral effects of MTX might not be
limited to its antiproliferative action on tumor cells but
may also result from its ability to “reeducate” macro-
phages, an effect dependent on the GSK33-MAF axis.

Discussion

We have previously shown that low-dose MTX pro-
motes a “trained” pro-tolerant state in GM-CSF-primed
macrophages through TS- and p53-dependent mecha-
nisms [28, 46]. Given this effect of MTX, we hypothesized
that high-dose MTX, used as an antiproliferative drug in
various types of cancer [20, 24], might also influence the
differentiation and polarization state of anti-inflammatory
and immunosuppressive monocyte-derived macrophages.
We now report that MTX reprograms human M-CSF-
primed monocyte-derived macrophages, whose transcrip-
tional and functional profiles resembles that of pro-tumor-
al TAMs, and that MTX reprogramming can be abrogated
though inhibition of GSK3p, the kinase that controls the
stability and transcriptional activity of both MAF and
MAFB [42]. Mechanistically, MTX downregulates the ex-
pression of CSF1R and the MAF transcription factor and,
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consequently, impairs the MAFB/MAF-dependent pro-tu-
moral phenotype of M-M® and favors the acquisition of a
proinflammatory cytokine profile. Thus, our results estab-
lish that the therapeutic benefits of MTX go beyond limiting
tumor cell proliferation and include a robust macrophage
reprogramming ability. It is also worth noting that MTX is
capable of reprogramming monocyte-derived macro-
phages, which significantly contribute to the pool of mac-
rophages present in tumors, produce factors that enable
most of the hallmarks of cancer [41], and are also patho-
genic in inflammatory diseases [47]. Since tissue-resident
and monocyte-derived macrophages play distinct func-
tional roles during inflammatory responses [3], it would be
of interest to determine whether MTX might also affect the
polarization state of tissue-resident macrophages.
Tumor-infiltrating macrophages have a critical role in
tumor cell growth and metastasis, immunosuppression,
and treatment resistance [2, 48]. In fact, TAM associate
with poor prognosis in numerous types of tumors [2, 49],
as they inhibit the generation of effective antitumor im-
mune responses. Consequently, the elimination of the
immunosuppressive activity of TAM through macro-
phage reprogramming is a major goal of novel therapeu-
tic strategies in cancer [11, 49-54]. Currently, clinical as-
says are underway to evaluate the validity of abrogating
TAM immunosuppressive activity via macrophage re-
programming strategies [11, 49-52, 55]. Among them,
drugs affecting the M-CSF/CSFIR axis and PI3Ky are be-
ing tested in advanced solid tumors, glioblastoma, sar-
coma, breast cancer, and renal cell carcinoma [11, 49, 56].
The involvement of GSK3 and MAFB/MAF in the abil-
ity of MTX to re-program macrophages toward the pro-
inflammatory and immunostimulatory side agrees with
these two approaches, because M-CSF and PI3Ky nega-
tively regulate the GSK3p activity [42, 57]. Specifically,
M-CSF binding to CSF1R leads to PI3Ky activation [57],
which ends up augmenting the inhibitory phosphoryla-
tion of GSK3 and, consequently, in higher stability and
protein levels of MAF and MAFB [42]. Therefore, the
ability of MTX to inhibit CSF1R and MAFB/MAF protein
levels implies that MTX tackles a critical axis (CSFIR -
PI3Ky - GSK3p - MAFB/MAF) for the acquisition of the
immunosuppressive and anti-inflammatory profile of
human macrophages. By analogy with the action of MTX,
it is tempting to speculate that GSK3p activity might be
also the final target of current antitumor strategies fo-
cused on CSFIR or PI3Ky. Besides, it might be worthy to
assess whether other antifolates used as antitumor drugs
(pemetrexed [PMX]) also display the macrophage repro-
gramming ability that we now report for MTX.

Methotrexate Reprograms Macrophages
via GSK3p

The effect of MTX on the expression of MAF is of par-
ticular interest because MAF appears to be directly asso-
ciated to the acquisition of the immunosuppressive phe-
notype of TAM [39, 58] and also regulates II-10 expres-
sion in mouse macrophages [59]. Studies on animal
models of lung cancer have now shown that MAF is high-
ly expressed in TAM, where it controls the immunosup-
pressive polarization and function and the expression of
the Csf1r gene [39]. In fact, murine Maf downregulation
results in enhanced antitumor immunity, and human
MAF has been detected in tumor-infiltrating macro-
phages/monocytes and circulating monocytes from non-
small cell lung carcinoma (NSCLC) patients [39]. In ad-
dition, mouse Maf positive regulates the expression of Il-
10 [59], the paradigmatic anti-inflammatory cytokine
that contributes to establish an anti-inflammatory and
immunosuppressive environment in the tumor stroma.
Although human IL-10 expression is more dependent on
MAPFB than on MAF (Simon-Fuentes et al. [33]), the re-
duced production of IL-10 by LPS-stimulated MTX-M-
M@ concurs with the reduced expression of MAF and
MAFB in MTX-treated macrophages, thus indicating
that IL-10 might be the common link between the anti-
inflammatory and the reprogramming ability of MTX.

The pathological relevance of the reprogramming ef-
fect of MTX on human macrophages is supported by gene
ontology analysis on the transcriptional signature of
TAM. The analysis of TAM from colorectal liver metas-
tasis has identified two morphologically distinct TAM
subsets (“large TAM” and “small TAM”) which exhibit
distinct gene profiles and whose presence has prognostic
significance [25]. Remarkably, the transcriptome of “large
TAM?” is very significantly enriched in M-M®@-specific
genes [60, 61], whereas “small TAM” show an over-rep-
resentation of the genes that define the GM-M®@-specific
gene profile [60, 61] (data not shown). Extensive GSEA
has revealed that MTX also favors the acquisition of genes
that specifically define the “small TAM” transcriptome,
and that this effect is impaired by a GSK3p inhibitor.
Therefore, the GSK3pB-dependent macrophage repro-
gramming ability of MTX could be also taken into con-
sideration when designing combined therapeutic strate-
gies to target myeloid cells in the tumor stroma. In this
regard, PMX, another antifolate commonly used for ther-
apy in NSCLC has recently being shown to modulate in-
nate immune pathways in an animal model of NSCLC
[62]. This previous result agrees with our finding on the
ability of PMX to reprogram human differentiating mac-
rophages.
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The main limitation of our study is that the analysis of
MTX effects has been restricted to in vitro generated
monocyte-derived macrophages. Whereas, the molecular
mechanisms we describe are clearly initiated by MTX and
are dependent on MAFB/MAF-driven differentiation, we
cannot rule out the possibility that additional mecha-
nisms might be operative in vivo. That is why we are cur-
rently addressing the study of the effects of MTX on ex
vivo isolated macrophages, and we are currently engaged
in analyzing its actions on pathogenic tumor-associated
macrophages from patients receiving MTX for therapeu-
tic purposes as well as on a clinical assay (EudraCT num-
ber 2017-002902-11) to assess the in vivo effects of MTX
on the differentiation capability of human monocytes. As
a whole, our results indicate that MTX reprograms hu-
man M-CSF-primed monocyte-derived macrophages at
the transcriptional and functional level in a GSK3p-
dependent manner and imply that the GSK33-MAFB/
MATF axis constitutes a target for macrophage-centered
antitumor strategies. Besides, our results also suggest that
the macrophage reprogramming ability of MTX may
contribute to its therapeutic benefits in leukemia and
rheumatoid arthritis, an issue that deserves further inves-
tigation.
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Supplementary Figure 1.- Folinic acid (FA) modulates the expression of MTX-response
genes in MTX treated-M-M@. (A) Gene expression of the indicated genes determined by
gRT-PCR. Monocytes were untreated (CNT), exposed to MTX (5uM), folinic acid (500 uM) or
MTX+FA at the beginning of the 7-day macrophage differentiation process with M-CSF and the
RNA levels were determined at day 7 on M-MJ. Mean + SEM of 3 independent donors are
shown. Groups were compared by applying one-way ANOVA (with Tukey’s post hoc test,
*p<0.05, **p<0.01). (B) Relative level of expression of the indicated genes as determined by
RNA-sequencing on M-M@ and MTX-M-MJ (GSE186151).
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Supplementary Figure 2.- Expression of MTX-regulated genes along monocyte to
macrophage differentiation (A) Schematic representation of the genes specifically upregula-
ted or downregulated along the monocyte-to-M-M@ differentiation and monocyte-to-GM-MJ
differentiation (log2FC>1; adjp<0.05) (GSE188278). (B) Comparison of downregulated or
upregulated genes in M-M@ or MTX-M-M@ with the genes whose expression is upregulated
or downregulated along the monocyte-to-M-M@ differentiation and monocyte-to-GM-MQ
differentiation. (C) GSEA on the ranked comparison of the transcriptome of MTX-M-M@ versus
untreated M-Md, using the genes significantly modulated along the monocyte-to-M-MJ
differentiation and monocyte-to-GM-M@ differentiation as data set. False discovery rate
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the leading edge of each GSEA are indicated in Supplementary Table 1.
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Supplementary Figure 3.- GSK3p inhibition modulates the expression of INHBA, LIF
mRNA and MAFB in Pemetrexed (PMX) treated-M-M@. (A) Gene expression of the indica-
ted genes determined by qRT-PCR on M-M@ and PMX-M-M@ (d5). PMX and CHIR-99021
was added on day 5 and gene expression determined at day 7. Mean + SEM of 4 independent
donors are shown. Groups were compared by applying one-way ANOVA (with Tukey’s post
hoc test, *p<0.05). (B) Immunoblot analysis of MAFB by M-M@ and PMX-M-M@ (d5) unexpo-
sed or exposed to CHIR-99021. GAPDH protein levels were determined as protein loading
control. (C) Production of IL-10 and IFNB by M-M@ and PMX-M-M@ challenged with LPS for
3h, as determined by ELISA. Mean + SEM of 4 independent donors, each symbol represents
a single donor (*, p<0.05, **, p<0.01, paired t-test).






PUBLICACIONES

La reprogramacion de macroéfagos por inhibidores de JAK depende de MAFB

Los macré6fagos derivados de monocitos desempeiian un papel patogénico clave en
las enfermedades inflamatorias. En el caso de la artritis reumatoide (RA), la presencia de
subpoblaciones especificas de macrdfagos infiltrados en el tejido sinovial se asocia tanto con
la enfermedad activa como con la resolucion de la inflamacién. Los inhibidores de JAK (JAKi)
son los primeros farmacos antirreumaticos modificadores de la enfermedad sintéticos
dirigidos (tsDMARD) aprobados para el tratamiento de la RA, con una eficacia comparable
a los bioldgicos. Sin embargo, los efectos de los JAKi sobre la especificacién y diferenciacion
de macrofagos son actualmente desconocidos. Hemos analizado los efectos
transcripcionales y funcionales de los JAKi en subpoblaciones de monocitos de sangre
periférica de pacientes con RA y en la diferenciacion de macrofagos derivados de monocitos
promovida por el factor estimulante de colonias de granulocitos-macréfagos (GM-CSF), un
factor que impulsa el desarrollo y la patogénesis de la RA. Describimos que el JAKi
upadacitinib restablece el equilibrio de las subpoblaciones de monocitos en la sangre
periférica de los pacientes con RA y sesga a los macrofagos hacia la adquisicion de un perfil
transcripcional y funcional antiinflamatorio de manera dependiente de la dosis. Los
macrdéfagos tratados con upadacitinib mostraron un fuerte enriquecimiento positivo de los
genes que definen a los macréfagos sinoviales asociados con la homeostasis/resolucién de
la inflamacion. Especificamente, los macréfagos tratados con upadacitinib exhibieron una
expresion significativamente elevada de MAFB y de los genes regulados por MAFB, una
fosforilacion inhibitoria elevada de GSK3[ y una mayor actividad fagocitica, y mostraron un
perfil de citoquinas antiinflamatorio tras la activaciéon por estimulos patogénicos. Estos
resultados también se detectaron en los macréfagos expuestos a otros JAKi (baricitinib,
tofacitinib), pero no en presencia del inhibidor de TYK2 deucravacitinib. En conjunto,
nuestros resultados indican que los JAKi promueven la reprogramacién de macréfagos hacia
la adquisicion de un perfil mas antiinflamatorio/homeostatico, un efecto que se
correlaciona con la capacidad de los JAKi para-promover la expresién de MAFB.

Lopez-Navarro B, Simén-Fuentes M, Rios I, Schiaffino MT, Sanchez A, Torres-Torresano M,
Nieto-Valle A, Castrejon I, Puig-Kréger A. Macrophage re-programming by JAK inhibitors
relies on MAFB. Cell Mol Life Sci. 2024 Mar 25;81(1):152. doi: 10.1007/s00018-024-05196-
1. PMID: 38528207; PMCID: PMC10963568.
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Abstract

Monocyte-derived macrophages play a key pathogenic role in inflammatory diseases. In the case of theumatoid arthritis (RA),
the presence of specific synovial tissue-infiltrating macrophage subsets is associated with either active disease or inflammation
resolution. JAK inhibitors (JAKi) are the first targeted synthetic disease-modifying antirheumatic drugs (tsDMARD) approved
for treatment of RA with comparable efficacy to biologics. However, the effects of JAKi on macrophage specification
and differentiation are currently unknown. We have analyzed the transcriptional and functional effects of JAKi on human
peripheral blood monocyte subsets from RA patients and on the differentiation of monocyte-derived macrophages promoted
by granulocyte-macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF), a factor that drives the development and pathogenesis
of RA. We now report that JAKi Upadacitinib restores the balance of peripheral blood monocyte subsets in RA patients
and skewed macrophages towards the acquisition of an anti-inflammatory transcriptional and functional profile in a dose-
dependent manner. Upadacitinib-treated macrophages showed a strong positive enrichment of the genes that define synovial
macrophages associated to homeostasis/inflammation resolution. Specifically, Upadacitinib-treated macrophages exhibited
significantly elevated expression of MAFB and MAFB-regulated genes, elevated inhibitory phosphorylation of GSK3p,
and higher phagocytic activity and showed an anti-inflammatory cytokine profile upon activation by pathogenic stimuli.
These outcomes were also shared by macrophages exposed to other JAKi (baricitinib, tofacitinib), but not in the presence
of the TYK?2 inhibitor deucravacitinib. As a whole, our results indicate that JAKi promote macrophage re-programming
towards the acquisition of a more anti-inflammatory/pro-resolution profile, an effect that correlates with the ability of JAKi
to enhance MAFB expression.

Keywords GM-CSF - JAK inhibitors - Macrophages - Macrophage reprogramming - MAFB - Monocytes - Rheumatoid
arthritis - Upadacitinib

Introduction

Macrophages and macrophage-derived cytokines (TNFa,
IL-6 and GM-CSF) have a major pathogenic role in
rheumatoid arthritis (RA). Macrophages accumulate in
the synovium of RA joints, where they exhibit destructive
and remodeling effects and contribute to inflammation
and joint destruction [1, 2]. Several multicenter and
collaborative studies using single-cell omics technology
have now illustrated the heterogeneity of active RA synovial
tissue macrophages [3-5] in comparison with those from
patients in remission and healthy subjects. Specifically,
the monocyte-derived MerTK"*¥CD206"°® macrophage
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subset, that infiltrates the synovium and differentiates
into macrophages along RA evolution, is specifically
associated with RA pathology. Conversely, tissue-resident
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MerTKP®CD206P*TREM2P** and FOLR2""/LYVE]P**
subsets, identified in the lining and sublining layers,
respectively, are associated with homeostasis and remission
[3,6].

GM-CSF strongly influences the development and
pathogenesis of RA [7]. Indeed, GM-CSF-deficient mice
fail to develop joint pathology and associated pain in
inflammatory arthritis models, and blockade of GM-CSF
reduces the severity of established disease in wild type mice
[8]. Besides driving tissue inflammation [7-9], GM-CSF is
critical for the generation of lung alveolar macrophages, and
primes monocytes for differentiating into macrophages (GM-
M@) with robust activin A-dependent antigen-presenting,
immuno-stimulatory and pro-inflammatory [IL10°“IL6"&"]
activity. Unlike GM-CSF, M-CSF is indispensable for tissue-
resident and monocyte-derived macrophage differentiation
[10, 11], and primes monocytes to differentiate into
macrophages (M-M@) with a MAFB-dependent anti-
inflammatory, reparative and immunosuppressive profile
(IL10"#"[L6'°%) upon stimulation [11, 12]. Our group and
others have shown that M-M@ and GM-M@ exhibit unique
anti-inflammatory and pro-inflammatory transcriptional
profiles [13-15], and that the transcriptome of GM-M®@
strongly resembles that of pathogenic macrophages in RA
[16, 17]. Given the role of GM-CSF in RA, a number of
clinical trials targeting GM-CSF or GM-CSFR have been
carried out and shown rapid and sustained clinical responses
without major safety concerns [18, 19], and inhibitors of
JAK2, a major downstream signaling effector of GM-CSFR,
have also shown clinical efficacy in RA [20, 21].

JAKSs are a family of protein tyrosine kinases associated
with the cytoplasmic domain of type I and II cytokine
receptors and become activated for intracellular signaling
upon receptor engagement by their cognate ligands. The
four JAK isoforms (JAK1, 2, 3 and TYK2) dimerize after
receptor activation, become phosphorylated and activate
specific signal transducers and activators of transcription
(STATSs), which subsequently induce gene transcription [20,
22]. The various JAK-STAT axes transmit the intracellular
signaling initiated by numerous cytokines (IL-6, IL-23)
as well as all types of interferons, hormones (EPO, GH)
and growth factors (GM-CSF, G-CSF) and are critically
involved in homeostatic (hematopoiesis) and pathological
processes (antiviral response). Importantly, JAK-dependent
cytokines like IL-6 and GM-CSF are major contributors
to immunopathology in RA, and the blockade of their
intracellular signaling is beneficial [20, 21]. Supporting
the pathological role of JAK in RA, a recent GWAS study
revealed a significant association between polymorphisms
in the genes of the JAK-STAT signaling pathway (TYK2,
STAT4, IL6R) and augmented risk for seropositive RA
[23]. JAK inhibitors (JAKi) have shown efficacy in the
management of RA both as monotherapy and in combination
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with Methotrexate (MTX), and are recommended following
inadequate response to conventional or biologics treatments
[24]. At present, five JAKi (Tofacitinib, Baricitinib,
Filgotinib, Upadacitinib and Peficitinib) have received
market approval or are undergoing clinical trials for RA
treatment. Importantly, all JAKi have shown efficacy in
the management of RA with comparable safety profile to
other biological disease-modifying antirheumatic drugs
(bDMARD) in both clinical trials and real-world [22, 25].

The effects of JAKi on macrophages have been mostly
explored in terms of cytokine signaling and cytokine and
chemokine production in response to danger signals [26,
27]. Tofacitinib and Baricitinib prevent GM-CSF-induced
JAK?2/STATS phosphorylation in THP-1 cells, and IL-18
production by neutrophils [27], and Baricitinib suppresses
the in vivo production of cytokines by lung macrophages
and limit the recruitment of neutrophils to the lung in
SARS-CoV-2-infected macaques [28]. However, whether
JAKi affects monocyte-to-macrophage differentiation
or conditions macrophage re-programming has not been
explored so far. In the present manuscript, we present
evidence that JAK inhibitors re-program monocyte-to-
macrophage differentiation in a dose-dependent manner and
via enhanced expression of MAFB.

Materials and methods
Patients and flow cytometry

A total of three patients with rheumatoid arthritis (RA) and
inadequate response to DMARD receiving Upadacitinib
as indicated by the treating rheumatologist were invited
to participated in this study. Nine normal donors with a
mean (SD) age of 52 (11) years were also invited. Informed
consent was obtained from these participants and the
study was conducted in accordance with the Declaration
of Helsinki, and approved by the Ethical Committee of
Hospital General Universitario Gregorio Marafién (protocol
code: JAKi-2022-v1 and ESCL_REUINM_2023). The three
patients with seropositive RA were female with a mean (SD)
age of 45 (15) years and moderate disease activity before
initiating Upadacitinib treatment (rinvoq 15 mg daily)
with a mean (SD) CRP based Disease Activity Score 28-
joint counts (DAS28-CRP) of 4.1 (0.7). The three patients
showed improvement at three months follow-up with a mean
(SD) DAS28-CRP of 1.1 (0.2). A more detailed patient
description is presented in Supplementary file. Blood
was obtained in K,-EDTA tubes before and three months
after Upadacitinib treatment. 100 pl of whole blood was
labeled for 30 min. at 4 °C with the following antibodies
obtained from Beckman Coulter CD45-Krome Orange
(J33), CD14-PC7 (RM052), CD16-FITC (3G8), HLA-DR
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APCAT750 (Immu-357). Following surface staining, cells
were treated in BD Pharm Lyse (BD Biosciences) and
IOTest 3 Fixative Solution (Beckman Coulter) according to
the manufacturer’s instructions. Viability was determined
with 7-aminoactinomycin D (7-AAD Viability Dye,
Beckman Coulter) staining, and flow cytometry analysis
performed using CytoFLEX S and Kaluza Analysis 2.1
software (Beckman Coulter). Monocyte subsets were gated
on the basis of forward scatter (FSC) and side scatter (SSC)
and CD14/CD16/HLA-DR expression as described in
Supplementary Fig. 1.

Cell culture

Human peripheral blood mononuclear cells (PBMC)
were isolated from buffy coats from normal donors over
a Lymphoprep (Nycomed Pharma) gradient. Monocytes
were purified from PBMC by magnetic cell sorting using
CD14 microbeads (Miltenyi Biotech). Monocytes were
cultured at 0.5x 10° cells/ml for 7 days in RPMI 1640
supplemented with 10% fetal calf serum, at 37 °C in a
humidified atmosphere with 5% CO,, and containing
GM-CSF (1000 U/ml, ImmunoTools) to generate GM-CSF-
polarized macrophages (GM-M@) or M-CSF (20 ng/ml,
ImmunoTools) to generate M-CSF-polarized macrophages
(M-M@). GM-CSF or M-CSF were added every two days.
Based on the dosage and scheduled regime treatment of
JAKi in RA patients (daily oral ingestion), Baricitinib
and Upadacitinib (10-100 nM, Selleckchem) were added
once-a-day during the 7-day differentiation procedure. The
concentrations were selected based on enzyme assays (JAK2
IC50=5.7 nM for Baricitinib and JAK2 IC50 =109 nM for
Upadacitinib) and in vivo dosage [29]. In some experiments,
JAKi were added to mature macrophages (on day 5 of the
differentiation protocol, short-term treatment). Upadacitinib
and Baricitinib were dissolved in fresh DMSO at 10 mM
initial concentration, and control experiments were done by
exposing macrophages to the same amount of DMSO (final
concentration 0.001%). Viability of the resultant cell culture
was assessed with 7-AAD staining. STATS-IN-1 (50 pM,
STATS phosphorylation specific inhibitor, Selleckchem)
and U0126 (2,5 uM, MEK1/2 inhibitor, Selleckchem) were
added to monocytes together with GM-CSF once-a-day
during 2-days. LPS (10 ng/ml, 0111:B4 strain, Invivogen)
was added at the indicated time points onto 7-day fully
differentiated macrophages.

RNAseq and GSEA

Total RNA was isolated from three independent preparations
and processed at BGI (https://www.bgitechsolutions.com),
where library preparation, fragmentation and sequencing
were performed using the BGISEQ-500 platform. An

average of 5.41 Gb bases were generated per sample and,
after filtering, clean reads were mapped to the reference
(UCSC Genome assembly hg38) using Bowtie2 (average
mapping ratio 93.41%). Gene expression levels were
calculated by using the RSEM software package. Differential
gene expression was assessed by using DEseq2 algorithms
using the parameters Fold change > 2 and adjp <0.05. For
gene set enrichment analysis (GSEA) [30], the gene sets
available at the website, as well as gene sets generated
from publicly available transcriptional studies, were used.
The datasets used throughout the study are listed and
described in Supplementary Table S1. The data reported
in this publication have been deposited in NCBI's Gene
Expression Omnibus and are accessible through GEO
Series accession number GSE232044 (Upadacitinib-treated
GM-M@) and GSE253495 (Monocytes from Upadacitinib-
treated RA patients). The prediction of transcription factor
activities (DoRothEA) was done in R v4.2.0 with the
packages Discriminant Regulon Expression Analysis [31],
limma and BiocParallel. Principal Component Analysis
(PCA) on the RNAseq from macrophages was preprocessed
using the rlog function for normalization of read counts in
R v4.2.0.

Small interfering ribonucleic acid (siRNA)
transfection

Monocytes (1 x 10 cells) were transfected with human
MAFB-specific siRNA (siGENOME siRNA SMARTYpool,
25 nM) (Dharmacon) using Lipofectamine 3000
Transfection Reagent (ThermoFisher). Silencer™ Select
Negative Control No. 1 siRNA (25 nM) (Dharmacon) was
used as negative control siRNA. Six hours after transfection,
cells were allowed to recover from transfection in complete
medium, exposed to Upadacitinib (100 nM) for 42 additional
hours, and lysed. Knock-down of MAFB was confirmed by
Western blot.

Quantitative real time RT-PCR

Total RNA was retrotranscribed and cDNA was quantified
using the Universal Human Probe Roche library (Roche
Diagnostics). Quantitative real-time PCR (qQRT-PCR) was
performed on a LightCycler® 480 (Roche Diagnostics).
Assays were made in triplicates and results normalized
according to the expression levels of TBP. Results were
obtained using the AACT method for quantitation. The
oligonucleotides used to quantify mRNA transcripts
were (5'-3"): LGMN forward: gaacaccaatgatctggagga;
LGMN reverse: ggagacgatcttacgcactga; CD163 forward:
gaagatgctggcgtgacat; CD163 reverse: getgectccacctctaagtce;
CMKLR1 forward: cttgatgggaggcgtgac; CMKLRI1
reverse: accgtaactgatggaagtgttg; FOLR2 forward:
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gagagaggccaactcagacac; FOLR2 reverse:
ccagaccatgtctttctgtcc; MS4A6A forward: cggactgcet
atacagccaaag; MS4A6A reverse: tccagcagagtgcaaatcag;
IL10 forward: tcactcatggctttgtagatge; IL10 reverse:
gtggagcaggtgaagaatge; TBP forward: cggctgtttaacttcgcettc;
TBP reverse: cacacgccaagaaacagtga.

ELISA

Supernatants from GM-M@ were tested for the presence of
IL-10, TNFa, IL-6 (Biolegend), activin A and LGMN (R&D
Systems) and L-Lactate (Abcam) following the procedures
supplied by the manufacturers.

Phagocytosis

Phagocytosis ability was assessed by flow cytometry using
pHrodo Red E. coli BioParticles Conjugates (Thermo
Fisher), following the procedures recommended by the
manufacturer. Macrophages were cultured in 24-well plate
and exposed to pHrodo bioparticles for 60 min at 37 °C/5%
CO,. Cells were then harvested and assessed by flow
cytometry.

Preparation of apoptotic cells and efferocytosis

Jurkat cells were cultured in RPMI 1640 medium without
FCS for 16 h, and then treated with staurosporine (0.5 pg/
ml, SIGMA), followed by an incubation at 37 °C for 3 h.
Staurosporine treatment yielded a population of 83%
annexin V +cells. Apoptotic cells (AC) were resuspended
at a concentration of 1x 10° cells/ml and labeled with
CellTrace™ Violet reagent (0.5 pM, Invitrogen, Thermo
Scientific) for 20 min. For efferocytosis, macrophages
were cultured with labeled AC (ratio 1:4) in p24 plates
during 1 h at 37 °C. After 1 h, macrophages were rinsed
with PBS to remove unbound AC and detached with PBS
5 mM EDTA, pelleted by centrifugation and fixed (IOTest
3 Fixative Solution, Beckman Coulter) before analyzing by
flow cytometry.

Video microscopy

Macrophages were seeded and cultured overnight in a
collagen-coated surface (6 pg/ml, STEMCELL), and Jurkat
cells (apoptotic or alive) previously labeled with CellTrace™
Violet (0.5 uM) were added to the culture at a proportion of
1:4 (macrophage:Jurkat) to image the efferocytosis process.
Cells were live-imaged in a controlled stage at 37 °C and 5%
CO, with a sSCMOS Orca Flash digital camera (Hamamatsu)
coupled to a DMi8 microscope (Leica) for 2 h.
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Western-blot

Cell lysates were obtained in RIPA buffer containing 1 mM
PIC (Protease Inhibitor Cocktail, SIGMA), 10 mM NaF,
1 mM Na;VO, and 0.5 mM DTT. 10-30 pg cell lysate was
subjected to SDS-PAGE and transferred onto an Immobilon
polyvinylidene difluoride membrane (Millipore). For folate
receptor beta (FOLR2), cell lysates were subjected to SDS-
PAGE under non-reduced conditions. Protein detection was
carried out using rabbit antibodies against pp38 and pERK
(clones D3F9 and D13.14.4E, Cell Signaling, 1/1000),
MAFB (HPA005653, Santa Cruz, 1/1000), pGSK3p (clone
D85E12, Cell Signaling, 1/1000) and mouse monoclonal
antibody against human CD163 (clone EDHu-1, Bio-Rad,
1/1000), pSTATS (clone 8-5-2, Millipore, 1/1000), FOLR2
(FRp, kindly provided by Dr. Takami Matsuyama [32],
dilution 1/800). Protein loading was normalized using an
antibody against GAPDH (6C5, Santa Cruz Biotechnology,
1/2000) or against human vinculin (clone VIN-11-5, Sigma-
Aldrich, 1/3000).

Measurement of cellular respiration
and extracellular acidification (bioenergetic profile)

The XF24 extracellular flux analyzer (Seahorse Biosciences,
North Billerica, MA) was used to determine the bioenergetic
profile of intact cells. Briefly, cells were seeded (200,000
cells/well) in XF24 plates (Seahorse Biosciences) and
allowed to recover for 24 h. Cells were then incubated in
bicarbonate-free DMEM (Sigma-Aldrich) supplemented
with 11 mM glucose, 2 mM L-glutamine, 1 mM pyruvate,
and 2% FBS in a CO,-free incubator for 1 h. The oxygen
consumption rate (OCR) and extracellular acidification rate
(ECAR), a proxy for lactate production, were recorded to
assess the mitochondrial respiratory activity and glycolytic
activity, respectively. After four measurements under basal
conditions, cells were treated sequentially with 1 mM
oligomycin, 0.6 mM carbonyl cyanide p-(trifluoromethoxy)
phenylhydrazone (FCCP), 0.4 mM FCCP, and 0.5 mM
rotenone plus 0.5 mM antimycin A (Sigma-Aldrich), with
three consecutive determinations under each condition that
were subsequently averaged. Basal respiration was estimated
from the difference beetween the last rate measurement
before first injection and the non-mitocondrial respiration
rate. Non-mitochondrial respiration (OCR value after
rotenone plus antimycin A addition) was subtracted from all
OCR measurements. ATP turnover was estimated from the
difference between the basal respiration and the oligomycin-
inhibited respiration, and the maximal respiratory capacity
was the rate in the presence of the uncoupler FCCP. In
the case of ECAR parameters, the glycolysis capacity was
obtained from the difference between the basal respiration
and the oligomycin-inhibited respiration. The maximal
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glycolysis capacity was estimated from the average of the
oligomycin-inhibited respiration. Six independent replicas
of each analysis were done, and results were normalized to
1 pg of protein.

Statistical analysis

Statistical analysis was done using GraphPad Prism, using
parametric Student’s t test, as appropriate, and one-way
ANOVA test coupled with Tukey’s post hoc test where
indicated. Two-sided p value < 0.05 was considered
significant (*p <0.05; **p <0.01, ***p <0.001).

Results

Upadacitinib re-establishes the balance
of peripheral blood monocyte subsets in RA

To assess whether JAK inhibitors (JAKi) had an effect on
myeloid cells in RA patients, we initially determine the
relative levels of monocyte subsets in peripheral blood
before and after a 3-month period of Upadacitinib (Upa)
treatment. Analysis of 3 independent RA patients showed
that Upa treatment results in significantly diminished
levels of the classical CD14 + + CD16- monocyte
subset and an augmented proportion of non-classical
CD14+CD16 +monocytes (Fig. 1A—B and Supplementary
Fig. 1). Moreover, after three months of treatment, monocyte
subsets levels of RA patients were similar to those found
in normal donors (Fig. 1A). Since reduction of the non-
classical CD14 + CD16 + monocyte subset characterizes
peripheral blood from active RA patients [33], these
results indicate that Upa restores the balance of monocyte
subsets found in healthy individuals, a finding that agrees
with the known therapeutic action of JAKi (Fig. 1A-B).
Transcriptomic analysis of CD14 4+ monocytes isolated
from RA patients before (Pre-Upa) and 3 months along Upa
treatment (3mo-Upa) further confirmed these phenotypic
changes. GSEA revealed that the transcriptome of 3mo-Upa
has a very significant over-representation of the genes that
define non-classical (CD16 +) monocytes as well as a
significantly reduced expression of the genes that define
classical (CD14 +) monocytes, using the genesets previously
defined GSE25913 [34], GSE94497 [35], and GSE16836
[36] (Fig. 1C). In fact, leading edge analysis evidenced
that, besides CD16 (FCGR3A), Upadacitinib upregulates
numerous other genes that characterize CD16 + monocytes,
including RHOC and ADA. Conversely, Upadacitinib
downregulates not only paradigmatic CD14 + monocyte
marker genes (CDI14, CCR2) but also genes whose
expression characterizes CD14 + classical monocytes
(VNN2, S100A12, SERPINB2) (Fig. 1C). Specifically,

comparison of the transcriptome of Pre-Upa and 3mo-Upa
indicated the existence of 149 genes whose expression
is significantly (p <0.05) diminished by Upa treatment,
including STAT-dependent genes like PIM1, IFITI and
RSAD? [35, 37, 38] (Fig. 1D, Supplementary Table S1). On
the other hand, the 129 genes whose expression is augmented
upon Upa treatment included several genes associated
to anti-inflammatory functions like CD28 and CD127
[39, 40] (Fig. 1D, Supplementary Table S1). Altogether,
these findings indicate that JAKi influence monocyte
differentiation at the phenotypic and transcriptional level.

JAKi ameliorate the signs and symptoms of RA and are
currently used for the treatment of RA [20, 21]. Recent
research has shed light on the transcriptome of subsets
of synovial tissue macrophages (STMs) across various
states: in healthy subjects, RA patients, and those in RA
remission [3]. In light of this, we investigated the impact
of Upa on the expression of gene clusters defining distinct
STM subsets. Notably, the gene clusters that define the
four pathogenic macrophage subsets in RA, and whose
transcriptome resembles that of GM-M@ (Clusters 5-8,
Fig. 1E), were extremely responsive to Upa treatment, as
their expression was significantly diminished in 3mo-Upa
(Fig. 1E). Conversely, the expression of the gene clusters
that define four of the five STM subsets associated to
homeostasis and/or remission (Clusters 0-4, Fig. 1E),
which exhibit a transcriptome akin to anti-inflammatory
M-M@, were increased in 3mo-Upa (Fig. 1E). As a whole,
treatment with Upa causes CD14 4+ monocytes from RA
patients to exhibit reduced expression of genes associated
to pathogenic STM subsets, and, concurrently, to acquire
the expression of genes characterizing macrophages from
RA patients in remission. These observations align well with
the established therapeutic action of JAKi.

Upadacitinib promotes the generation

of monocyte-derived macrophages

with an anti-inflammatory transcriptional
and functional profile

The phenotypic and transcriptional effects of Upa treatment
on human peripheral blood monocytes led us to hypothesize
that JAKi might also modify the differentiation of
monocyte-derived macrophages, which drive pathogenesis
in most inflammatory diseases [41]. To directly address
this hypothesis, we evaluated the effect of JAKi on the
differentiation of monocyte-derived macrophages in
response to GM-CSF, a major pathogenic cytokine in
RA [7, 10]. To that end, 10 nM or 100 nM Upadacitinib
(Upa) was added each day along the GM-CSF-dependent
monocyte-to macrophage (GM-M@) differentiation process
to generate 10Upa-GM-M@ or 100Upa-GM-M@ (Fig. 2A).
These Upa concentrations, which fall within the range of
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Upa levels found in Upa-treated RA patients [29], had no
effect on macrophage viability (Supplementary Fig. 2A),
and drastically impaired the GM-CSF-induced JAK2-
dependent STATS and ERK phosphorylation in monocytes
[42] (Fig. 2A). RNAseq revealed that 100 nM Upa not
only reduces the expression of STATS5-dependent genes
like CISH and PIM1 [37, 38] (Supplementary Fig. 2B) but
promotes a huge shift in the GM-M@ transcriptional profile.
Specifically, 100Upa-GM-M@ exhibited significantly
(llog,FCI>1; adjp <0.05) altered expression of 859
genes (347 genes upregulated, 512 genes downregulated)
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compared to control GM-M@ (Fig. 2B, C), whereas 10Upa-
GM-M@ only showed 90 differentially expressed genes
(Fig. 2B). Therefore, long-term Upa treatment modifies
the acquisition of the transcriptional profile of GM-CSF-
dependent monocyte-derived macrophages in a dose-
dependent manner (Fig. 2B, D), an effect that concurs
with its dose-dependent ability to inhibit the GM-CSF-
induced intracellular signaling (Supplementary Fig. 2C).
Importantly, gene ontology analysis of the transcriptome
of 10Upa-GM-M@ and 100Upa-GM-M@ revealed that the
presence of Upa significantly (FDRq=0.0) diminishes the
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«Fig. 1 Upadacitinib re-establishes the balance of monocyte
subsets in circulation A Relative frequency of monocyte subsets
in three rheumatoid arthritis (RA) patients before (Pre-Upa) and
three months after Upadacitinib treatment (3mo-Upa) and in nine
normal donors sex-matched (p values are indicated, linear mixed
models were used to examine monocyte subset changes between
Pre-Upa vs 3mo-Upa; student's t-test for independent groups was
used to detect monocyte subset changes in Pre-Upa and 3mo-Upa
compared to normal donors). B A representative plot of CD14 and
CD16 expression in one RA patient before and three months after
Upadacitinib treatment. C GSEA on the ranked comparison of
the 3 month Upadacitinib (3mo-Upa) treated versus pre-treated
(Pre-Upa) monocyte transcriptomes, using the genes significantly
overexpressed in CD16+and in CD14 4 monocytes (GSE25913) as
data set. Normalized Enrichment Score (NES) and False Discovery
Rate (FDRq) are indicated. Leading edge analysis of the GSEA
of the genes that define the CD16+or CD14 + monocyte subsets
(GSE94497, GSE25913, GSE16836) on the ranked comparison
of the transcriptomes of 3mo-Upa versus Pre-Upa monocytes is
shown in the bottom panel. In the heatmap, expression values are
represented as colors, where the range of colors (red, pink, light blue,
dark blue) shows the range of expression values (high, moderate,
low, lowest). D Heatmap of the expression of genes significantly
(p <0.05) altered by Upa treatment. For each gene, mRNA expression
level is represented after normalizing gene expression and k-means
clustering using Genesis (http://genome.tugraz.at/genesisclient/).
The group of genes whose expression is either up-regulated or down-
regulated by 25% after Upadacitinib treatment in the three patients
is shown. E GSEA on the ranked comparison of the GM-M@ versus
M-M@ transcriptomes (left) and the ranked comparison of the
3 month upadacitinib (3mo-Upa) treated versus pre-treated (Pre-
Upa) monocyte transcriptomes (right), using the genes preferentially
expressed by RA-specific clusters of synovial tissue macrophage
(E-MTAB-8322) as data set. NES and FDRq value are indicated
(FDRq<0.01, dark filled circle; FDRq>0.250, empty circle). The
intensity of color increases with the enrichment of the gene signature

expression of the pro-inflammatory “GM-M@-specific”
gene set (GSE188278) [43] (Fig. 2E), which includes
genes like INHBA (Fig. 2F), and reduces the production
of INHBA-encoded activin A (Fig. 2G), whose expression
is particularly high in synovial macrophages from RA
patients [16, 17]. Therefore, Upadacitinib weakens the
expression of genes that characterize GM-CSF-dependent
pro-inflammatory macrophages.

Noteworthy, GSEA revealed an additional and
unexpected effect of Upadacitinib, as the transcriptome of
10Upa-GM-M@ and 100Upa-GM-M@ exhibited a very
significant over-representation of the genes that define anti-
inflammatory monocyte-derived macrophages, namely, the
M-CSF-dependent “M-M@-specific” gene set (GSE188278)
[43] (Fig. 2E), including IL10, LGMN, CD163 and FOLR2
(Fig. 2F, Supplementary Fig. 2D). Moreover, this anti-
inflammatory effect of Upadacitinib was evident at the
protein level, since Upa-treated macrophages had increased
expression of IL-10, Legumain (LGMN), CD163 and
FOLR?2 (Fig. 2G, H). When compared to control GM-M@,
100Upa-GM-M@ exhibited higher phagocytic activity and,
higher levels of IL-10 and lower production of TNFoa and

IL-6 after exposure to LPS (Fig. 21, J) (Supplementary
Fig. 2E). All these results demonstrate that Upadacitinib
not only limits the pro-inflammatory nature of GM-CSF-
dependent monocyte-derived macrophages, but prompts
the acquisition of anti-inflammatory features. Since the
effect of Upa resembles the pro-differentiation action
of M-CSF on monocytes (Fig. 2E-H), we also checked
whether Upa modifies the expression of genes specifically
regulated during monocyte-to-M-M@ differentiation
(GSE188278). As shown in Fig. 3A, the genes exclusively
upregulated along monocyte-to-M-M@ differentiation (“M-
M@ > > Monocytes”) were significantly over-expressed
in 100Upa-GM-M@, whose transcriptome also showed a
reduced expression of the genes exclusively downregulated
along monocyte-to-M-M@ (“Monocytes > > M-M@”,
Fig. 3A). These results confirm the link between
Upadacitinib and M-CSF-driven responses, and suggests that
Upadacitinib re-programs macrophages at the transcriptional
and functional level.

The effect of upadacitinib on monocyte
differentiation is dose-dependent

As 10Upa-GM-M@ and 100Upa-GM-M@ showed different
protein levels of FOLR2, CD163, Legumain and IL-10
(Fig. 2G-H), we assessed whether the transcriptional effect
of Upa on macrophages was dose dependent. Comparison
of the gene profile of 10Upa-GM-M@ and 100Upa-GM-M@
identified 81 differentially expressed genes (Fig. 3B). Of
note, 70% of the genes with higher expression in 100Upa-
GM-M@ (14 out of 20) belong to the “M-M@-specific” gene
set, while 59% of the genes with higher expression in 10Upa-
GM-M@ (36 out of 61) belong to the pro-inflammatory
“GM-M@-specific” gene set (Fig. 3C). Therefore, long-
term Upadacitinib treatment dose-dependently allows for
the acquisition of an M-CSF-dependent profile (Fig. 3D).

Upadacitinib modulates the expression of genes
that define macrophage subsets relevant in RA
and tissue-resident macrophages

Since previous results have identified a set of genes
preferentially expressed by macrophages from the synovium
of RA patients (RAM®@) (GSE10500) [44], we next checked
whether Upa affects the expression of genes preferentially
expressed by RAM@. GSEA revealed that RAM@-
specific genes are under-represented in the transcriptome
of both 10Upa-GM-M@ and 100Upa-GM-M@ (Fig. 4A),
thus indicating the inhibitory effect of Upadacitinib on
the expression of genes that characterize pathogenic
macrophages in RA. We also took advantage of recently
published information on synovial tissue macrophage (STM)
from RA patients [3], and analyzed the expression of gene
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clusters that are specific for the distinct STM subsets in
100Upa-GM-M@. The gene profile of 100Upa-GM-M@
showed an over-representation of the genes that define the
homeostatic STM MERTKP* TREM2"€" and FOLR2"'&"/
LYVEI1P® subsets, and also the tissue-infiltrating antigen

@ Springer

presenting HLA"#/CLEC10AP subset (Fig. 4A) [3,
6]. Reinforcing their homeostatic profile, TREM2"ieh
and FOLR2M&YLYVEI1P subsets very significantly
overexpress the gene sets that define anti-inflammatory/
reparative M-M@ (Fig. 1E). Of note, and although to a lower
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«Fig. 2 Upadacitinib promotes monocyte-derived macrophages
with an anti-inflammatory gene expression and functional profile
A Schematic representation of the experiments. Monocytes were
exposed to 10-100 nM Upadacitinib daily during macrophage
differentiation process with GM-CSF and the RNA levels were
determined at day 7 on GM-M@, 10Upa-GM-M@ and 100Upa-
GM-M@. Right, immunoblot analysis of pSTATS, STAT5, pERK,
ERK and pp38 by monocytes treated for 1 h to 100 nM Upadacitinib
(Upa) and exposed to GM-CSF for the indicated time points.
B Number of annotated genes whose expression is regulated in
GM-M@ after 7d of Upadacitinib treatment (adjp <0.05). C Volcano
plot of RNAseq results showing the 100 nM Upadacitinib-induced
gene expression changes in GM-M@. D PCA analysis of GM-M@,
10Upa-GM-M@ and 100Upa-GM-M@.Three independent donors
are identified as I, II and III. E GSEA on the ranked comparison of
the GM-M@ versus 10Upa-GM-M@ and GM-M@ versus 100Upa-
GM-M@ transcriptomes, using the genes significantly modulated by
GM-CSF (GM-M@-specific markers) and M-CSF (M-M@-specific
markers) as data set. Normalized Enrichment Score (NES) and
False Discovery Rate (FDRq) are indicated. F Relative expression
of the indicated genes as determined by RNA-sequencing on
GM-M@, 10Upa-GM-M@ and 100Upa-GM-M@. Mean+SEM
of 4 independent donors are shown, with the indication of the P,
G Production of activin A, IL-10 and LGMN by GM-M@, 10Upa-
GM-M@ and 100Upa-GM-M@. Mean+SEM of 8 independent
donors are shown (¥p<0.05, **p<0.01, one-way ANOVA with
Tukey’s post hoc test; F=92.63 for Activin A, F=17.85 for IL-10,
F=33.39 for LGMN). H Immunoblot analysis of CD163 and
FOLR2 (down) by GM-M@, 10Upa-GM-M@, 100Upa-GM-M@
and monocytes differentiated with M-CSF (M-M@). In panels A-G,
vinculin or GAPDH protein levels were determined as protein loading
controls and a representative experiment of two independent donors
is shown. I Phagocytic activity in GM-M@, 100Upa-GM-M@ and
M-M@. Mean + SEM of 5 independent donors are shown (*p <0.05,
one-way ANOVA with Tukey’s post hoc test, F=13.74). J Production
of TNFa, IL-6 and IL-10 by GM-M@ and 100Upa-GM-M@
challenged with LPS for 24 h, as determined by ELISA. Mean + SEM
of 7-8 independent donors are shown (*p <0.05, **p<0.01, paired
t-test)

extent, this enrichment was also seen in 10Upa-GM-M@
(Fig. 4A), further emphasizing the dose-dependent action
of Upa. Consequently, exposure to Upadacitinib impairs
the acquisition of the transcriptional profile of pathogenic
RAM@ and also prompts the expression of genes that
define STM clusters primarily involved in homeostasis and
resolution of inflammation. At the functional level, 100Upa-
GM-M@ exhibited higher efferocytosis than GM-M®@
(Fig. 4B—C, Supplementary Fig. 2F and video microscopy)
an anti-inflammatory activity related to MERTKP* STM
subsets [3] and the protective role of the MerTK pathway
in joint pathology [45]. In agreement with these findings,
analysis of the MoMac-VERSE (a resource that identifies
conserved monocyte and macrophage states and global
imprinting across human tissues) [46] (GSE178209)
revealed that the transcriptome of 100Upa-GM-M@ is
significantly enriched in the gene cluster that defines the
macrophage HES1_Mac cluster 2, that exhibits a “long-term
resident”-like macrophage signature (GSE188647), as well
as genes that characterize tissue-resident macrophages from

various tissues and organs, including LGMN, MS4A6A and
MAFB [47] (Supplementary Fig. 3A-C).

The macrophage re-programming effect
of Upadacitinib relies on the MAFB transcription
factor

To identify the molecular basis of the macrophage
re-programming effect of Upadacitinib we initially used
Discriminant Regulon Expression Analysis (DoRothEA)
[31]. The transcriptome of 100Upa-GM-M@ showed
a negative enrichment in STAT1 and STAT2 regulons
(Fig. 5A), as expected from the inhibitory effects of
JAKIi, and also exhibited diminished expression of the
HIF1A-regulon, a result corroborated by the lower lactate
release from 100Upa-GM-M@ cells, which also exhibited
diminished levels of HIF1-regulated genes like SLC2A1,
EGLN3 and AQP3 (Supplementary Fig. 4A-B) [48].
Importantly, Upadacitinib modified metabolic parameters in
GM-M@, including both glycolytic capacity and maximal
ATP production (Supplementary Fig. 4C-G), indicating that
JAKi alters not only the inflammatory but also the metabolic
state in macrophages.

Conversely, DoRothEA revealed that the gene profile of
100Upa-GM-M@ is highly enriched in MAFB and MAF
regulons (Fig. 5A), in agreement with the gene ontology
data (Supplementary Fig. 3) and overexpresses the
“M-M@-specific” gene set [43] (Fig. 2E), whose M-CSF-
driven acquisition is MAFB/MAF-dependent [10, 12, 49,
50]. Supporting the significance of these findings, the
transcriptome of 100Upa-GM-M@ showed a high over-
representation of MAFB- and MAF-dependent genes
(Fig. 5B). As MAFB gene expression was also enhanced
in 100Upa-GM-M@ (Fig. 5C), we next assessed MAFB
protein level in macrophages generated in the presence
of Upa. As shown in Fig. 5D, 100Upa-GM-M@ exhibited
elevated MAFB protein levels as well as enhanced levels
of inactive (Ser9-phosphorylated) GSK3p, whose active
form limits MAFB protein and activity [51]. The higher
expression of MAFB was observed at all time points along
100Upa-GM-M@ differentiation (Fig. SE) and matched
with a progressive enhancement of the expression of the
MAFB-dependent protein CD163 (Fig. 5E). Therefore,
the macrophage re-programming activity of Upadacitinib
coincides with a dose-dependent increase in the expression
of MAFB and MAFB-targets [12]. In fact, short-term
exposure to Upa (two doses in the last 48 h of differentiation
of GM-M®) (Fig. 5F) sufficed to increase the expression of
MAFB, enhance the inhibitory phosphorylation of GSK3f
(Fig. 5G) and reduce activin A production (Fig. SH), further
reinforcing the link between the re-programming action of
Upadacitinib and MAFB.
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Fig.3 Dose-dependent effect of Upadacitinib on monocyte 10Upa-GM-M@ and 100Upa-GM-M@, as determined by RNAseq,

differentiation A GSEA on the ranked comparison of the GM-M@
versus 100Upa-GM-M@ transcriptome, using the genes significantly
modulated along the monocyte-to-M-M@ differentiation as data set.
NES and FDRq value are indicated. B Heatmap of the expression of
genes significantly (llog2FCI> 1; p <0.05) altered by Upadacitinib in

As blocking JAK2 activation with Upadacitinib
results in impaired GM-CSF-induced STATS and ERK
phosphorylation (Fig. 2A), we next compared MAFB
expression in GM-CSF-primed monocytes exposed to
Upa or known inhibitors of STATS and ERK. Interestingly,
Upa treatment results in a stronger MAFB expression
than STATS5 or ERK-activating inhibitors (Fig. 5I),
suggesting that, besides STATS and ERK, JAK2 might
trigger additional intracellular signaling directly involved
in controlling the anti-inflammatory differentiation of
human macrophages. In this regard, and to determine
whether MAFB mediates the macrophage re-programming
action of Upadacitinib, we evaluated the effect of Upa
after siRNA-mediated MAFB knock-down in monocytes.
Importantly, knock-down of MAFB (Fig. 5J) significantly
reduced the positive effect of Upa on the expression of
IL10, CMKLR, LGMN, CD163, FOLR2 and MS4A6A
(Fig. 5K). Therefore, MAFB mediates the reprogramming
action of Upadacitinib during the GM-CSF-dependent
differentiation of human monocyte-derived macrophages.

@ Springer

data is represented as read counts standardized into z-score. C
Comparison of genes differentially expressed in the indicated
macrophage types. D Schematic representation of the dose-dependent
effect of Upadacitinib on monocyte-to macrophage differentiation

Macrophage re-programming by other JAK
inhibitors

To date, five different JAKi (Tofacitinib, Baricitinib,
Upadacitinib, Peficitinib and Filgotinib) have been approved
for the treatment of RA [20, 24]. Given the re-programming
action of Upadacitinib, we next asked whether other JAKi
also exhibit a similar effect on the GM-CSF-dependent
monocyte-derived macrophages. After checking for minimal
effects on cell viability (Supplementary Fig. 2A), monocytes
were exposed to different concentrations of Baricitinib (Bari,
JAK1/2 inhibitor), Tofacitinib (Tofa, JAK1-3 inhibitor),
Peficitinib (JAK3 inhibitor), Filgotinib (JAKI inhibitor)
and the TYK2 inhibitor Deucravacitinib each day along
the monocyte-to macrophage differentiation process. Like
Upa, long-term Bari treatment enhanced expression of the
anti-inflammatory “M-M@-specific” gene set, diminished
expression of the pro-inflammatory “GM-M@-specific”
gene set, and augmented the expression of genes that
define the tissue-resident homeostatic TREM2M&" and
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Fig.4 Upadacitinib modulates
the expression of genes that
define macrophage subsets
relevant in RA A GSEA on

the ranked comparison of

the GM-M@ versus 10Upa-
GM-M@ and GM-M@

versus 100Upa-GM-M@
transcriptomes, using the
genes preferentially expressed
by control or RA-specific
macrophages (GSE10500)

and RA-specific clusters of
synovial tissue macrophage
(E-MTAB-8322) as data set.
NES and FDRq value are
indicated (FDRq < 0.01, dark
filled circle; FDRq > 0.250,
empty circle). The intensity

of color increases with the
enrichment of the gene
signature. B Efferocytosis

(% positive cells and mean
fluorescence intensity) of
GM-M@, 100Upa-GM-M@ and
M-M@ as determined by flow
cytometry using staurosporine-
induced CellTrace Violet-
labeled apoptotic Jurkat cells.
Mean +SEM of 5 independent
donors are shown (**p <0.01;
*#%p <0.001, **¥**p <0.0001,
one-way ANOVA with Tukey s
post hoc test, F=137.2 for %
positive cells, F=70.32 for
MFI). C Above, representative
images of macrophages
(GM-M@, 100Upa-GM-M@
or M-M@) and apoptotic
Jurkat cells (blue) after 1 h of
co-culture, as indicated. Below,
time-lapse of 100Upa-GM-M@
co-cultured with apoptotic
Jurkat cells (blue) imaged for
120 min at 2-min intervals.
Bright field images correspond
to indicated time-lapse frames
of co-culture. The macrophage
shape is encircled in yellow to
show its position and dynamics
during the process. Bars, 20 um
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FOLR2"E YVE1P® subsets, as well as tissue-infiltrating
antigen presenting HLAM&"/CLEC10AP* subsets (Fig. 6A),
from RA patients [3]. Altogether, these results confirmed that
JAKi (Upa and Bari) favor the acquisition of homeostatic/
resolution properties exhibited by macrophages in vivo.
Besides, Bari-treated macrophages showed diminished

expression of activin A and increased expression of IL-10,
LGMN, CD163 and FOLR2 (Fig. 6B-D). More importantly,
Bari dose-dependently increased MAFB and GSK3p
Ser9 phosphorylation, and reduced activin A production,
both after long-term (Fig. 6D) or short-term (Fig. 6E-G)
treatment in mature macrophages, hence indicating its net
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anti-inflammatory effect. Of note, clinically-used doses of
Tofacitinib, Peficitinib and Filgotinib also increased the
expression of CD163 and MAFB, an effect not seen with
Deucravacitinib (Fig. 6H and Supplementary Fig. 5), thus
implying that JAKi are capable of variably skewing the
inflammatory differentiation of macrophages independently
of their fine specificity.
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Discussion

JAK inhibitors (JAKi) are targeted synthetic DMARD
approved for the treatment of RA and other immune-
mediated diseases, and target JAK-dependent signaling
pathways of cytokines involved in inflammatory processes
and immune regulation [21]. In the present manuscript we
have evaluated the influence of clinically used doses of
the JAKi Upadacitinib and Baricitinib on the GM-CSF-
driven monocyte-to-macrophage differentiation. Our
results indicate that JAKi not only weaken the expression
of genes and proteins that characterize GM-CSF-
dependent pro-inflammatory macrophages (activin A,
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«Fig.5 JAKi increases the expression of MAFB transcription
factor in macrophages A Discriminant regulon expression analysis
(DoRothEA) of 100Upa-GM-M@ compared with GM-M@. Top 25
transcription factors are shown. B GSEA of genes downregulated by
siRNA MAFB and by siRNA MAF on macrophages (GSE155719)
on the ranked comparison of the transcriptomes of 100Upa-
GM-M@ and GM-M@ transcriptomes. NES and FDRq value are
indicated. C Relative expression of MAFB and MAF as determined
by RNA-sequencing on GM-M@, 10Upa-GM-M@ and 100Upa-
GM-M@. Mean+SEM of 4 independent donors are shown, with
the indication of the P,;. D Immunoblot analysis of MAFB and
pGSK3S9 by GM-M@, 10Upa-GM-M@, 100Upa-GM-M@ and
M-M@. E Immunoblot analysis of MAFB and CD163 along the
monocyte to macrophage differentiation in the presence of 100 nM
Upadacitinib (Upa). In panels (D-E), GAPDH protein levels were
determined as protein loading control and a representative experiment
of two (E) and four (D) independent donors is shown. F Schematic
representation of the experiments: short term-Upadacitinib treatment
to mature macropahges (GM-M@). Immunoblot analysis of MAFB
and pGSK3S9 (G) and production of activin A (H) by GM-M@
exposed to 10-100 nM Upadacitinib for the last 48 h. GAPDH
protein levels were determined as protein loading control. In (G)
a representative experiment of three independent donors is shown.
In (H) mean+SEM of 5 independent donors are shown (*p <0.05,
F=12.28). I Immunoblot analysis of MAFB in two independent
preparations of differentiating GM-M@ (day 2) generated from
monocytes exposed to DMSO (—), Upadacitinib (Upa, 100 nM),
STATS phosphorylation specific inhibitor (ST5i, 50 uM) or MEK1/2
inhibitor (UO, 2,5 uM). Right, quantification of MAFB expression.
J Immunoblot analysis of MAFB in two independent preparations
of differentiating GM-M@ (day 2) generated from monocytes
transfected with either siCNT or MAFB-specific siRNA (siMAFB)
and exposed to DMSO (—) or 100 nM Upadacitinib (+). Right,
quantification of MAFB expression. In panels I-J, mean + SEM of the
relative MAFB protein levels in the macrophage subtypes from four
independent donors are shown (*p<0.05, **p<0.01). K Relative
mRNA expression of the indicated MAFB-dependent genes in siCNT
GM-M@, siMAFB GM-M@, siCNT Upa-GM-M@ and siMAFB Upa-
GM-M@ (day 2). Mean+ SEM of four independent experiments are
shown (*p <0.05; **p <0.01; ***p<0.001, F=3.7 for IL10, F=6.8
for CMKLRI, F=4.4 for LGMN, F=56.89 for CD163, F=9.24 for
FOLR2, F=8.34 for MS4A6A)

IL1B) but also promote macrophage re-programming via
enhanced expression of MAFB and MAFB-dependent
genes (CD163, IL-10, LGMN) and the acquisition of an
anti-inflammatory transcriptional and functional profile
in vitro. The rise in MAFB and MAFB-dependent genes
in Upa-treated macrophages correlates with increased of
Ser-9 inactivating phosphorylation of GSK3p. However,
the link between JAK?2 inhibition and GSK3p inactivation
remains unclear. We speculate that JAK?2 inhibition affects
Ser-9 GSK3p phosphorylation through PI3K-Akt or ERK,
as these kinases are phosphorylated by JAK2 and target
GSK3p at Ser-9. Alternatively, Upadacitinib may boost
MAFB protein levels via ERK, which primes GSK3p-
mediated phosphorylation and degradation of MAFB [52,
53]. In any event, since ERK inhibition alone does not
raise MAFB levels (Fig. 5I), the higher MAFB levels in
Upa-treated macrophages would be only partly mediated
by the JAK2-ERK axis.

The pathological relevance of the re-programming effect
of JAKi on human macrophages is supported by their effects
on the expression of genes that define macrophage subsets
specifically involved in tissue homeostasis and inflammation
resolution. The analysis of synovial tissue macrophages
from RA patients has previously identified inflammatory
macrophage subsets (MerTKP® and MerTK"*®) which
exhibit distinct gene profiles and whose presence is
modulated during remission [3, 6]. Whereas tissue-resident
MerTKP® macrophages include TREM2"&" macrophages in
the protecting lining and FOLR2""LY VE1P° macrophages
in the sublining layer, the latter showing a unique remission
transcriptomic signature, the tissue infiltrating MerTK"®®
macrophage subset exhibits inflammatory functions [3].
Remarkably, we have found that Upadacitinib and Baricitinib
favor the acquisition of genes that define the macrophage
subsets TREM2P°® and FOLR2ME'LYVE1P®, primarily
related to homeostasis and resolution of inflammation,
thus supporting the therapeutic effect of JAKi on synovial
macrophages [3]. Thus, as a whole, the JAK inhibitors
Upadacitinib and Baricitinib limit the GM-CSF pro-
inflammatory differentiation profile, block the inhibitory
action of GM-CSF on anti-inflammatory pathways and drive
a MAFB-dependent macrophage re-education.

In agreement with previous reports on cytokine-
stimulated STAT phosphorylation [26], our analysis of
JAKi-treated macrophages has revealed a dose-dependent
effect of Upadacitinib on STAT5 phosphorylation, on
modulation of STATS-, GM-CSF- and M-CSF-dependent
genes and proteins, on the macrophage re-direction towards
an anti-inflammatory profile and on the expression of genes
that characterize certain synovial macrophage subsets. On
the other hand, it is worth noting that although all JAKi
approved for RA treatment exhibit different specificity
(Upadacitinib, a JAK1 inhibitor with effects on JAK2;
Baricitinib, primarily a JAK1/2 inhibitor; Peficitinib,
inhibitor of JAK3 over JAK1/2, and Filgotinib, primarily a
JAKI inhibitor), they all share a similar ability to re-direct
macrophage differentiation and to dose-dependently
induce MAFB and CD163 expression in GM-CSF-treated
monocytes. The significance of this finding is further
illustrated by lack of effect of Deucravacitinib, a TYK2
inhibitor, on the expression of MAFB and CD163 in pro-
inflammatory monocytes.

Althought JAKi are generally well tolerated and exhibit
a comparable safety profile to other b(DMARDs [20, 24], a
small increase in the risk of herpes zoster infection and other
viruses have been observed in JAKi-treated patients [54, 55].
The viral reactivation is likely based on the ability of JAKi
to block interferon I and II pathways [56]. Consequently,
the effect of JAKi on the expression of MAFB is of
particular interest because MAFB is known to modulate the
efficiency of interferon production by setting a threshold for
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Fig.6 Macrophage re-programming by other JAK inhibitors and monocytes differentiated with M-CSF (M-M@). Vinculin and

A Monocytes were exposed to 10 nM Baricitinib daily during
macrophage differentiation process with GM-CSF and the
RNA levels were determined at day 7 on GM-M@ and 10Bari-
GM-M@. GSEA on the ranked comparison of the GM-M@ versus
10Bari-GM-M@ transcriptomes, using the genes preferentially
expressed by GM-CSF (GM-M@-specific) and M-CSF (M-M@-
specific) (GSE188278) and RA-specific clusters of synovial tissue
macrophages (E-MTAB-8322) as data set. NES and FDRq value
are indicated (FDRq<0.01, dark filled circle; FDRq> 0.250, empty
circle). B Production of activin A, IL-10 and LGMN by GM-M@
and 10Bari-GM-M@. Mean+SEM of 8-9 independent donors are
shown (*p<0.05, **p<0.01, one-way ANOVA with Tukey’s post
hoc test). C—D Immunoblot analysis of FOLR2 (C) MAFB, CD163
and pGSK3S9 (D) by GM-M@, 10Bari-GM-M@, 100Bari-GM-M@

IRF3-dependent transcription [57]. Thus, our data suggest
that the JAKi-dependent expression of MAFB might not be
limited to macrophage re-programming towards an anti-
inflammatory/homeostatic profile (CD163*FOLR2*IL10%)
but contribute to vulnerability to viral infections through
interferon regulation, an issue that deserves further
investigation.

Our findings on the JAKi ability to trigger MAFB-
dependent macrophage re-programming is reminiscent
of the capacity of other drugs used for RA treatment to
modulate MAFB expression. As an example, we have

@ Springer

GAPDH protein levels were determined as protein loading control.
A representative experiment of two (C) and four (D) independent
donors is shown. E Schematic representation of the experiments:
short-term Baricitinib treatment to GM-M@. Immunoblot analysis
of MAFB and pGSK3S9 (F) and production of activin A (G)
by GM-M@ exposed to 10-100 nM Baricitinib for the last 48 h.
GAPDH protein levels were determined as protein loading control.
In (F) a representative experiment of three independent donors is
shown. In (G) mean+SEM of 5 independent donors are shown
(*p<0.05, F=7.26). H Immunoblot analysis of MAFB and CD163
in GM-M@ (day 2) generated from monocytes exposed to DMSO (—)
or 100 nM Tofacitinib (Tofa), Baricitinib (Bari), Upadacitinib (Upa),
Peficitinib (Pefi), Filgotinib (Filgo) or Deucravacitinib (Deucra). A
representative experiment of two independent donors is shown

previously shown that high-dose methotrexate alters
macrophage re-programming and downregulates the
expression of MAFB [58]. Similarly, glucocorticoids,
potent anti-inflammatory agents, skew monocyte
differentiation in RA joints in a MAFB-dependent
manner and via a transcriptional mechanism involving
the binding of the glucocorticoid receptor (GR) to
MAFB gene regulatory regions [59]. Specifically, GR
binds both the promoter and enhancer regions within the
MAFB gene, which is quickly upregulated and triggers
the transcriptomic and epigenomic remodeling that gives
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rise to tolerogenic monocyte-derived dendritic cells.
Given the significance of this mechanism, it might be
of interest to determine whether GR is involved in the
JAKi-induced MAFB enhanced expression. In this regard,
we have observed that JAK2 inhibition by Upadacitinib
results in upregulation of MAFB protein expression,
an effect not seen after inhibition of either STATS or
MEK (Fig. 5I). This result suggests that JAKi might
alter macrophage differentiation by affecting additional
intracellular signaling molecules. Indeed, we have found
a correlation between the inhibitory Ser9 phosphorylation
of GSK3p [60] and MAFB levels in JAKi-treated
monocytes and macrophages (Figs. 5D, 6D). Since
MAFB protein levels and activity is regulated by GSK3p
[51, 53], and considering that GSK3f inhibition has an
anti-inflammatory effect during chronic inflammation
and ameliorates the clinical signs and tissue damage in
the collagen-induced arthritis mouse model [61, 62], it
is tempting to hypothesize that modulation of GSK3p
activity might contribute to the JAK2-dependent human
macrophage re-programming ability of JAKi. In any event,
and regardless their potential action of GSK3f, our data
reveal that JAKi re-direct macrophage differentiation
towards the acquisition of a more anti-inflammatory/pro-
resolution profile, an effect that correlates with the ability
of JAKi to enhance MAFB expression.
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supplementary material available at https://doi.org/10.1007/
s00018-024-05196-1.
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SUPPLEMENTARY FILE

MATERIALS AND METHODS
Clinical and demographic data of patients included in the study

Patient 1: A 50-year-old Caucasian woman with a 10-year history of seropositive rheumatoid arthritis (ACPA
>3200 and rheumatoid factor positive at a titer of 1:80). She started conventional DMARDSs including
sulfasalazine hydroxychloroquine, methotrexate, and leflunomide and TNFi in June 2021 for persistent disease
activity and radiographic progression. She experienced acceptable disease activity control with TNFi, but
needed to suspend the biologic therapy in October 2021 for feet surgery. When TNFi was reinitiated, she
experienced secondary failure and started upacitinib (rinvoq 15mg daily) in September 2022. General
examination at that time revealed a pain on a visual analogue (VAS) of 7, patient global assessment VAS of 6,
3 tender joints, and 2 swollen joints. Laboratory investigations revealed a CRP of 18.4mg/L and ESR of 29
mm/h with a DAS28-CRP of 4.23 (moderate disease activity). She experienced a rapid control of inflammation
being in remission by DAS-CRP in the last visit in May 2023.

Patient 2: A 59-year-old Caucasian woman with a 3-year history of seropositive rheumatoid arthritis (ACPA
>3200 and rheumatoid factor positive at a titer of 1:756) and Cushing disease secondary to pituitary adenoma
treated with neurosurgery and radiation therapy. She started methotrexate (MTX) in July 2020 and the dose was
increased up to 15mg weekly with control of disease activity. In February of 2022 MTX was suspended for
splenic and hepatic lesions in CT scan suspicious for lymphoproliferative disease. She started treatment with
prednisone and hydroxychloroquine with poor control of disease activity. After ruling out cancer with an
extensive study, she started upacitinib (rinvoq 15mg daily) in February 2023. General examination at that time
revealed a pain on a visual analogue (VAS) of 5, a patient global assessment on a VAS of 7, 5 tender joints, and
4 swollen joints. Laboratory investigations revealed a CRP of 25.3mg/L and ESR of 22 mm/h with a DAS28-
CRP of 4.93 (moderate disease activity). She experienced good and rapid response being in remission at the 3

months follow up.

Patient 3: A 28-year-old Hispanic woman with a 2-year history of seropositive rheumatoid arthritis (ACPA
359.9 and rheumatoid factor positive at a titer of 1:49). She started (MTX) in April 2021 with rapid scalation of
dose. She experienced important side effects when using 20 mg/weekly, mainly nauseas, abdominal pain and
hair loss, therefore MTX was reduced to 15mg weekly. In September 2022, she was admitted for a surgery
procedure and MTX was suspended. After recovery, she did not reinitiated MTX and suffered a flare and
prednisona was prescribed and MTX reinitiated. Adherence was poor because of side effects and the patient did
not want to switch from oral to subcutaneous expressing needle phobia. In May 2023 she experienced a flare
with morning stiffness of 1 hour, and 3 tender and 3 swollen joints (dominant hand) with a patient global

assessment of 5, CRP and ESR were in normal range, and the patient suffered considerable limitation to perform



her work duties. She then was started on upacitinib (rinvoq 15mg daily) with complete resolution of symptoms

in the 3 months follow-up.

Nine sex-matched normal donors were selected after exclusion of autoimmune disease, neoplasia or active

infection.
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Supplementary Figure 1.- Gating strategy of the three monocyte subsets based on relative CD14, CD16 and HLADR expres-
sion. Monocytes were gated on the basis of singlets, forward scatter (FSC) and side scatter (SSC) and CD14/CD16 expression.
Monocyte susbsets were identified as follows: Classical monocytes (cMo) were gated as CD14++ CD16- in the CD14/CD16 plot; the
resulting CD16+ monocytes were analyzed by HLADR/CD14 expression, resulting in intermediate monocytes (iMo, CD14++HLA-

DR++) and non-classical monocytes (ncMo, CD14+HLADR+).
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Supplementary Figure 2.- Effect of JAK inhibitors on macrophage viability, STAT5-dependent genes, STAT5 phosphorylation
levels, phagocytosis and efferocytosis (A) Cellular viability, as determined by flow-cytometry using 7-aminoactinomycin D (7-AAD)
in GM-Md@, 10Upa-GM-MJ, 100Upa-GM-MJ, 10Bari-GM-MJ and 100Bari-GM-MJ. A representative experiment is shown. Right,
quantification of 7-AAD-positive cells in the indicated JAKi-exposed GM-M@, as determined by flow-cytometry. Mean + SEM of three
independent experiments are shown. (B) Relative expression of the indicated STAT5-dependent genes as determined by RNA-se-
quencing on GM-M@, 10Upa-GM-MJ and 100Upa-GM-MJ. Mean + SEM of 4 independent donors are shown, with the indication of
the Padj.(C) Immunoblot analysis of pSTAT5, STAT5, pERK and ERK by monocytes treated for 1h to DMSO (-), 10 nM Baricitinib
(10Bari), 10 nM Upadacitinib (10Upa) or 100 nM Upadacitinib (100Upa) and exposed to GM-CSF for 15 min. GAPDH protein levels
were determined as protein loading controls. A representative experiment of two independent donors is shown. (D) Heatmap of the
expression of M-Md-specific and GM-Md-specific genes in GM-MJ, 100Upa-GM-MJ (from GSE232044) and M-M@ (data extracted
from GSE186151). For each gene, mRNA expression level is represented after normalizing gene expression and k-means clustering
using Genesis (http://genome.tugraz.at/genesisclient/). (E) Phagocytic activity of GM-MJ, 100Upa-GM-MJ and M-MJ as determined
by flow cytometry using pHrodo Red E. coli BioParticles Conjugates. A representative histogram for pHrodo emission of GM-M@,
100Upa-GM-M@ and M-M@ is shown. (F) Efferocytosis of GM-MJ, 100Upa-GM-M@ and M-M@ as determined by flow cytometry
using CellTrace Violet-labeled Jurkat cells (left) or staurosporine-induced CellTrace Violet-labeled apoptotic Jurkat cells (right). A
representative histogram for CellTrace Violet emission of GM-MdJ, 100Upa-GM-MJ and M-M@ is shown.
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Supplementary Figure 3.- Upadacitinib modulates the expression of genes that define tissue-resident macrophage (A) GSEA
on the ranked comparison of the GM-M@ versus 100Upa-GM-Md transcriptomes, using the genes preferentially expressed by Heart
macrophage cluster 1 (MF1) Tissue Resident Macrophages (TRM) (GSE188647), the genes preferentially expressed by HES1 Mac
specific cluster 2 of tissue resident macrophages from the MoMac-VERSE (GSE178209), and the genes significantly modulated by
M-CSF (M-M@-specific markers) (GSE188278) as data set. Normalized Enrichment Score (NES) and False Discovery rate q value
(FDRq) are indicated. Right, comparison of genes differentially expressed in the indicated macrophage types. (B) GSEA on the ranked
comparison of the GM-MJ versus 100Upa-GM-M@ transcriptomes, using the monocyte and macrophage cluster defined in the
MoMac-VERSE as data set. Normalized Enrichment Score and False Discovery rate q value (FDRq) are indicated. The intensity of
color increases with the enrichment of the gene signature. (C) GSEA on the ranked comparison of the GM-MJ versus 10Upa-GM-MQ
and GM-Md versus 100Upa-GM-M@ transcriptomes, using the MF1, MF2 and MF3 clusters of tissue resident macrophages from liver,
lung, kidney and heart (GSE188647) as data set. Normalized Enrichment Score and False Discovery rate q value (FDRq) are indica-
ted. The intensity of color increases with the enrichment of the gene signature.



Supplementary Figure 4

A B EGM-M@ E10Upa-GM-M¢@ E100Upa-GM-M@
1000 rn B 1200 100 2500 300
c
3 800 § 3 1000 2000 250,
v o
£ 00 g < 50 1500 200
- g g 600 10° 1000 150
5 400 & 3 400 10* 100
8 200 § C 200 500 0w 50 10°
0 ©z o 0 0
= SLC2A1 AQP3 EGLN3
C o rocp D EGM-M@ B100Upa-GM-M@
— 1000+ Oligo 0.6 0.4 Rot+AA
o 400 - 400, _kx 800 *
@ 800 A *
K a 300 600
c 0
= 600
£ 53 200 400
4004 OFE
H Y 3 100 200
e 2004 g
8 e h—c—0 ~ 0! N 0 . .
0 i . : i . i ATP production Proton leak Maximal Respiratory
0 20 40 60 80 100 120 140 Respiration Capacity
Time (min)
- E Oligo F 8 G 010 *
S s0- 2 5
3 x £ « 6
£ 601 < E 30 40 g
£ 52 g 4
2 401 € 15 20 o«
c O 2]
I
5 S (e}
T £ 0 - oL n
g 209 - Basal Glycolitic Bioenergetic
g Capacity profile
0
2 0 10 20 30 40 50 60

Time (min)

Supplementary Figure 4.- Lactate, HIF1A-dependent gene expression and characterization of the energy metabolism in
Upadacitinib-treated macrophages (A) Production of lactate by GM-M@ and 100Upa-GM-M@. Mean + SEM of 16 independent
donors (***p<0.001, paired t-test). (B) Relative level of expression of the indicated genes as determined by RNA-sequencing on
GM-M@, 10Upa-GM-M@ and 100Upa-GM-Md. (C) OCR profile of human GM-M@ and 100Upa-GM-M@ monitored using the Seahor-
se Biosciences extracellular flux analyzer. Cells were treated sequentially, as indicated, with 1 uM oligomycin (Oligo), 0.6 plus 0.4 yM
FCCP, and 1 uyM rotenone plus 1 uM antimycin A (Rot/AA). (D) Metabolic parameters obtained from the OCR profiling after subtraction
of the rotenone/antimycin-insensitive respiration. Basal OCR is the oxygen consumption rate in the absence of effectors, ATP turnover
is considered as the oligomycin-sensitive respiration, and maximal respiration is the OCR value in the presence of the uncoupler
FCCP. Results are normalized according to protein concentrations and presented as mean + SEM of 6 independent samples. (E)
ECAR, a proxy for the rate of lactate production, measured in human GM-M@ and 100Upa-GM-M@ under basal conditions and after
the stimulation with 1 uM oligomycin. (F) Metabolic parameters obtained from ECAR profiling. Basal indicates the rate of glycolysis in
the absence of effectors, and glycolytic capacity is the ECAR value after the inhibition with oligomycin of the mitochondrial ATP synthe-
sis. Results are normalized according to protein concentrations and presented as mean + SEM of 6 independent samples. (G) The
bioenergertics profile of the cells is defined as the ratio between the basal OCR and basal ECAR. Results are presented as mean +
SEM of 6 independent samples (*p<0.05**p<0.01, paired t-test).
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Supplementary Figure 5.- Effect of JAK inhibitors Peficitinib, Filgotinib and Deucravacitinib on MAFB, CD163 expression and
STAT5 phsophorylation levels (A) Immunoblot analysis of MAFB and CD163 in GM-M@ (day 2) generated from monocytes exposed
to DMSO (-) or the indicated concentrations of Upadacitinib (Upa), Peficitinib (Pefi), Filgotinib (Filgo) or Deucravacitinib (Deucra). A
representative experiment of two independent donors is shown. (B) Immunoblot analysis of pSTAT5 and STAT5 by monocytes treated
for 1h to DMSO (-), 100 nM Tofacitinib (Tofa), 1 uM Peficitinib (Pefi) or 5 uM Filgotinib (Filgo) and exposed to GM-CSF for 15 min. The
concentrations were selected based on in vivo dosage. A representative experiment of two independent donors is shown.
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El estudio de la poblacion celular mieloide, concretamente la poblacion de
macro6fagos, ha mostrado el importante papel del sistema inmunitario innato en el
establecimiento y desarrollo de diferentes enfermedades. Los macréfagos poseen un amplio
espectro de estados de polarizaciéon que les permite responder adecuadamente a lo que
sucede a su alrededor, ya sea promover un proceso proinflamatorio para combatir una
infeccién, o un proceso antiinflamatorio para resolver dicha inflamacién y recuperar la
homeostasis tisular. Esta plasticidad tan caracteristica ha dado lugar a que surjan estrategias
terapéuticas dirigidas hacia los macréfagos para que sirvan como herramientas para la
resolucién del proceso inflamatorio implicado en diferentes patologias, como el cancer o la
artritis reumatoide (RA) 113, En concreto, la reprogramaciéon de macréfagos mediante
farmacos ha permitido el cambio de direccion del proceso inflamatorio reduciendo o
estimulando la produccién de mediadores inflamatorios 31.274-276 pero atin se desconocen
los mecanismos a través de los que el metotrexato (MTX) o los inhibidores de JAK (JAKi) son
capaces de ejercer este efecto reprogramador.

En los resultados obtenidos en esta tesis (resumidos en la Fig. 11) se ha observado
que el empleo del inhibidor de JAK (JAKi) upadacitinib en monocitos estimulados con GM-
CSF in vitro (Upa-GM-M@), reprograma a los macréfagos proinflamatorios (GM-M@) hacia
un perfil funcional y transcripcional antiinflamatorio dependiente de la dosis de JAKi y del
factor de transcripcién MAFB. Especificamente, se observé un aumento en la expresion de
IL10, CD163, LGMN, FOLR2 y MAFB, genes tipicos del perfil de expresiéon de macroéfagos
antiinflamatorios (M-M@), que ademads fue validado en cuanto a la expresion proteica. Desde
el punto de vista funcional, se observo que upadacitinib aumentaba la capacidad fagocitica
y eferocitica de los GM-M@, y respondian a estimulos patogénicos (como el LPS)
produciendo menos IL-6 y mas IL-10, semejante a las funciones de los M-M@. El
silenciamiento génico de MAFB demostré que este factor de transcripcion es indispensable
para que los GM-M@ adquieran la expresién de los genes IL10, CD163, LGMN, FOLR2,
CMKLR1 y MS4A6A por los JAKi. La comparacién del perfil transcriptémico de los Upa-GM-
M@ con respecto al perfil de macréfagos sinoviales descritos en la bibliografia por diferentes
autores, determiné que estos macréfagos son similares a los macréfagos homeostaticos de
la membrana sinovial o de otros tejidos, como el cardiaco. Adicionalmente, resultados
preliminares del estudio observacional JAKi MONOMAC en pacientes con RA activa que no
responden adecuadamente a farmacos convencionales o bDMARDs y empiezan el
tratamiento con JAKi, han mostrado que upadacitinib restaura el equilibrio de las
subpoblaciones de monocitos de sangre periférica en pacientes con RA a las proporciones
encontradas en la poblacion sana. En contraste, el metotrexato empleado a dosis altas (HD-
MTX) en monocitos estimulados con M-CSF in vitro (MTX-M-M@), favorece su diferenciacion
hacia un perfil proinflamatorio alterando la expresion de los genes asociados a macroéfagos
antiinflamatorios MAF, MAFB y CSFR1, asi como la produccién de citoquinas en respuesta a
LPS, aumentando la concentraciéon de las citoquinas proinflamatorias IFNf1 e IL-6.
Interesantemente, el transcriptoma de los MTX-M-M@ se asemejaba al de los macréfagos
asociados a tumor (TAMs) “pequefios” de perfil antitumoral 121, asociados con buen
prondstico al mejorar la tasa libre de supervivencia a cinco afos en los pacientes con
metastasis de higado de cancer colorrectal. Ademas, la inhibicién de GSK3, una quinasa
reguladora de la actividad de MAFB, mediante su inhibidor especifico CHIR99021 impide la
reprogramacion proinflamatoria inducida por MTX en macréfagos M-M@ in vitro.
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Monocito
GM-CSF M-CSF
HD-MTX 3
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Figura 11. Esquema de los resultados obtenido en la tesis. Los firmacos HD-MTX y JAKi
reprograman el perfil transcripcional, bioquimico y funcional de los macréfagos derivados de
monocitos. HD-MTX reprograma a los macréfagos M-M@ hacia un perfil proinflamatorio similar al de
los macroéfagos GM-M@. Por su parte, los JAKi reprograman a los macréfagos GM-M@ hacia un perfil
antiinflamatorio similar al de los M-M@. Las proteinas MAFB y GSK3 estan implicadas en este proceso
reprogramador y su regulacion es clave en la adquisicién de los marcadores especificos asociados a
cada perfil inflamatorio.

Dado que en esta tesis se ha investigado el efecto reprogramador de los JAKi y de
HD-MTX en macréfagos, procederé a discutir cdmo estos farmacos influyen en la biologia
del macroéfago.

Efecto de los farmacos JAKi y HD-MTX sobre la reprogramacion transcriptéomica de
macrofagos

El desarrollo de los estudios basados en 6micas ha permitido ampliar el conocimiento
de las poblaciones y subpoblaciones celulares que conviven en los diferentes tejidos del
organismo en homeostasis y patologia. En este trabajo, se han generado in vitro macréfagos
derivados de monocitos estimulados con GM-CSF o M-CSF y/o tratados con los farmacos
JAKi o HD-MTX. El perfil transcriptémico de estos macréfagos se ha comparado tanto con
marcadores génicos especificos de macréfagos GM-M@ y M-M@ in vitro como con diferentes
conjuntos de genes que describen a las subpoblaciones de macrdfagos presentes en los
tejidos humanos ex vivo para contextualizar in vivo los cambios producidos por el
tratamiento con JAKi o HD-MTX.
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a) JAKi

Los analisis mediante secuenciacion del mRNA de macréfagos GM-M@ tratados con
upadacitinib o baricitinib muestran que el transcriptoma de macroéfagos tratados con JAKi
se enriquece positivamente en conjuntos de genes que definen a la poblacién de macréfagos
antiinflamatorios generados in vitro en presencia de M-CSF, y negativamente en aquellos
genes que definen a la poblacién de macréfagos proinflamatorios generados in vitro en
presencia de GM-CSF 277, Dada la falta de accesibilidad a muestras de tejido sinovial de
pacientes con RA antes y después del tratamiento con JAKi con las que poder comparar el
perfil transcriptémico, decidimos hacer la comparacién con datos de scRNA-seq publicados
por diferentes autores 165278279 (resumido en la Fig. 12). Como se menciond en la
introduccion de la tesis, Alivernini et al. definieron nueve grupos fenotipicos de macroéfagos
sinoviales y al compararlos con el perfil transcriptémico de los Upa-GM-M@/Bari-GM-M@
observamos que el tratamiento con JAKi favorece significativamente la adquisicién de genes
caracteristicos de los grupos TREM2hish (1) y FOLR2highLYVE1roes (5), principalmente
asociados a la homeostasis y resolucion de la inflamacion 165, Este resultado sugiere que los
macro6fagos expuestos al tratamiento con JAKi in vivo podrian tener aumentada la expresion
de genes implicados en la adquisicion de los marcadores tipicos de los macréfagos
homeostaticos residentes en el tejido sinovial. Por otro lado, la similitud entre el perfil
transcriptémico de los GM-M@ generados in vitro y los macréfagos patoldgicos encontrados
en los pacientes con RA ha sido demostrada previamente por nuestro grupo 49, por lo que
los cambios observados en los experimentos con los GM-M@ tratados con upadacitinib
pueden extrapolarse al contexto in vivo.

También se comparé el perfil transcriptémico de los Upa-GM-M@ con las
subpoblaciones de macréfagos descritas por Mulder et al. denominada MoMAC-verse 278, asi
como con las subpoblaciones de macrofagos residentes que coexisten en diferentes tejidos,
identificadas por Dick et al 279, Mulder et al. integraron datos de scRNA-seq de fagocitos
mononucleares (MNPs) de trece tejidos diferentes, de los que se extrajeron los marcadores
de expresion que definen a los monocitos y macréfagos en el organismo, y crearon el
MoMAC-verse. Este compendio identifica y caracteriza diecisiete grupos fenotipicos
distintos, cada uno con sus propias firmas génicas y roles funcionales especificos: 1.
Monocitos CD16+ (grupos #1 y #5); 2. Monocitos CD16- (grupos #8 y #15); 3. Monocitos
ISG (grupos #4, #8, #12) que expresan genes estimulados por interferén (ISG), como ISG15,
ISG20, IFIT1, IFIT2 e IFIT3; 4. Monocitos IL1B (grupos #15) implicados en inflamacién; 5.
Macréfagos HES1 (grupo #2) que se caracterizan por una firma genética asociada con
células residentes a largo plazo; 6. Macréfagos TREM2 (grupo #3); 7. Macréfagos 1L411
(grupos #6, #7, #13, #16) que se asocian con funciones inmunosupresoras, especialmente
en la periferia del tumor; 8. Macréfagos FTL (grupo #17) que se caracterizan por una firma
génicarelacionada con el metabolismo del hierro; 9. Macréfagos alveolares (grupo #16) que
expresan genes como C1QA/B/C y MHC clase II; 10. Macro6fagos proliferantes (grupo #10)
que representa células en divisién, lo que sugiere una poblacién activa en la respuesta
inmune; 11. Contaminacion por células dendriticas (grupo #14); y 12. Dobletes de Células
MNP/T (grupo #9). En la comparaci6n con las subpoblaciones identificadas en este estudio
se observé que los Upa-GM-M@ son similares a los macréfagos HES1 (grupo #2), que
comparten caracteristicas con los macréfagos TREM2 (grupo #3) y que estan definidos por
genes comunmente asociados con el perfil de los M-M@. Estos genes también se expresan
en las subpoblaciones de macréfagos de tejido sinovial (STMs) propuestas por Alivernini et
al (TREMZ2high, 1; y FOLR2highLYVE1ros, 5). Por su lado, Dick et al, utilizando scRNA-seq,
encontraron que cuatro genes (LYVE1, FOLR2, CCR2 y MHCII) predicen la presencia de tres
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subpoblaciones de macrdfagos residentes en el corazon, higado, pulmén, rifién y cerebro de
ratones. Cuando comparamos el perfil transcriptémico de los Upa-GM-M@ con este estudio
observamos que el perfil transcriptémico de los macréfagos residentes de tejido (TRMs) de
corazén que expresan FOLRZ2, LYVE1l y CD163 fue el mas parecido significativamente,
mostrando ademds unos valores de enriquecimiento similares para esta misma
subpoblacién de TRMs en higado, pulmén y rifién. Todo ello indica que los Upa-GM-M@ o
Bari-GM-Mo adquieren el perfil antiinflamatorio caracteristico de macr6fagos residentes de
diferentes tejidos, y esto apoya el efecto terapéutico de los JAKi sobre macro6fagos sinoviales
de pacientes con RA. Ademas, la coincidencia de expresion de genes de perfil
antiinflamatorio entre los tres estudios de scRNA-seq y nuestro estudio transcriptémico
indica que los JAKi estarian cumpliendo su papel antiinflamatorio al limitar la expresion de
genes de citoquinas proinflamatorias que contribuyen a la sinovitis de los pacientes con RA,
como IL6, IL1B, TNF o CSF2.
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Figura 12. Comparacion del perfil transcriptomico de los macréfagos tratados con JAKi (JAKi-
GM-M@) frente a las subpoblaciones de macrofagos residentes de tejido descritas por

diferentes autores 165278279, [,0s JAKi-GM-M@ muestran un perfil transcriptémico similar al de
diferentes subpoblaciones de macr6fagos homeostaticos residentes de tejido.

Si bien las técnicas de andlisis transcriptdmico han mostrado ser muy utiles para el
estudio del transcriptoma de subpoblaciones celulares concretas en diversos contextos, no
reflejan los cambios epigenéticos que pueden estar regulando la expresion de ciertos genes
que den lugar a cambios en el fenotipo de las células estudiadas. La epigenética comprende
el estudio de las modificaciones genéticas (metilaciones, acetilaciones) que activan o
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inactivan a los genes sin cambiar la secuencia de DNA debidas a factores ambientales o al
envejecimiento, y que pueden modificar el riesgo a padecer determinadas enfermedades
como la RA 280, [nteresantemente, hace tiempo que se sabe que los cambios en la metilaciéon
y la acetilacién de histonas pueden modular la expresién de genes implicados en el proceso
de diferenciacién y funcién de los macrofagos 281, La activacion de la DNA metiltransferasa
3B (DNMT3B) y la inactivacién de la histona desacetilasa 3 (HDAC3) promueven la
transcripcion de genes implicados en la polarizacion de macréfagos de perfil
antiinflamatorio en respuesta a IL-4. En el caso de la respuesta a [FN-y, aumenta la forma
trimetilada de la lisina 27 de la H3 (H3K27) y reprime la expresion de genes
antiinflamatorios dependientes de MAF en macro6fagos de raton, lo que explica el papel de
esta citoquina en la diferenciacion de macréfagos de perfil proinflamatorio 282,
Recientemente se ha descrito la lactilacién de histonas como una nueva modificacion
postranscripcional en macroéfagos derivados de monocitos de médula ésea de ratén 279, Esta
modificacién consiste en la lactilacién de lisinas (Kla) de las histonas H2A, H2B, H3 y H4,
mediada presumiblemente por p300. En macréfagos proinflamatorios murinos (derivados
de monocitos estimulados con LPS mas IFN-y), las marcas Kla van acumulandose con el
tiempo y sirven de freno para la escalada proinflamatoria, ya que existe una relacién directa
entre la acumulaciéon de marcas Kla y el aumento de expresion de genes de perfil
antiinflamatorio como Arg1 283284 Este proceso es dependiente de la acumulacién del
lactato generado por el aumento de la tasa glucolitica en los macr6fagos de perfil
proinflamatorio M1. En esta tesis se explora el efecto del upadacitinib sobre las tasas de
consumo metabdlico, detectandose que los Upa-GM-M@ tienen una menor tasa de consumo
de oxigeno y una menor tasa glucolitica, lo que se traduce en una menor produccién de
lactato que los macréfagos control GM-M@. Estos resultados sugieren que los Upa-GM-M@
deberian acumular menos marcas Kla en las histonas que los GM-M@. Experimentos
preliminares de estudio de marcas de lactilacion de histonas de los Upa-GM-M@ indican que
no acumulan marcas Kla. Ambos resultados coinciden con lo descrito por Zhang et al. %83, en
cuanto a que los macréfagos de perfil antiinflamatorio no acumulan marcas Kla y producen
menos lactato, y evidencia la capacidad reprogramadora del upadacitinib sobre macréfagos
proinflamatorios. Una mayor investigacion sobre los mecanismos que regulan la adquisicién
de las marcas Kla y su relacién con las funciones de los macréfagos de perfil proinflamatorio
podria abrir nuevas rutas de tratamiento enfocadas en la modulacién epigenética, siendo
muy importante en el contexto proinflamatorio de la RA.

b) HD-MTX

Los estudios de secuenciacién de mRNA en cancer también han mostrado la
heterogeneidad de subpoblaciones de TAMs presentes en el microambiente tumoral 122, En
el caso del estudio del efecto del farmaco antitumoral MTX en macroéfagos, nuestros
resultados muestran que el empleo de HD-MTX reprograma a los M-M@ hacia un perfil
transcriptémico similar al de macré6fagos con actividad antitumoral y perfil proinflamatorio.
Para contextualizar con macré6fagos de tejido tumoral in vivo, realizamos una comparaciéon
con los grupos de genes que definen dos subpoblaciones de TAMs (TAMs “pequefios” y TAMs
“grandes”) identificadas por scRNA-seq en la metdstasis de higado de cancer colorrectal por
Donadon et al 121, Se observé una similitud muy significativa con el grupo de genes que
define a la subpoblacion de TAMs “pequefios” asociados con buen prondstico y la expresion
de genes antitumorales 121, Estos resultados indican que el tratamiento con HD-MTX
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favorece la reprogramacion de M-M@ hacia el perfil de TAMs antitumorales hallados en el
microambiente tumoral de la metastasis de higado de cancer colorrectal in vivo.

Otro ejemplo de farmaco antitumoral que reprograma a los macréfagos es el 5-
Fluorouracilo empleado en la terapia frente al cancer colorrectal. Este firmaco no solo actia
sobre las células tumorales, sino que también modifica la actividad y la polarizacién de los
TAMs, aumentando su capacidad citotoxica e incrementando la expresion de genes de perfil
proinflamatorio como HLA-DR, mejorando la respuesta al tratamiento y dando lugar a una
mejoria clinica en pacientes con cancer colorrectal 285, Al igual que MTX, el 5-Fluoruracilo
es inhibidor de la TS, lo que sugiere que ambos farmacos pueden compartir mecanismos
moleculares de reprogramacion en macréfagos. De hecho, hace tiempo que se conoce que el
tratamiento combinado de estos farmacos mejora la respuesta clinica de pacientes con
cancer colorrectal que son resistentes al tratamiento con 5-Fluoruracilo, debido a una
mayor retencioén de los metabolitos activos del MTX 286, No obstante, un estudio realizado
en la linea de células tumorales de cancer colorrectal HCT116, mostré que las células
HCT116 transfectadas con MAF presentaban una mayor sensibilidad y una mayor tasa de
apoptosis inducida por el 5-Fluoruracilo que las transfectadas con un vector control 287, Los
resultados presentados en esta tesis muestran que en M-M@ el tratamiento con HD-MTX
reduce la expresion proteica de MAF. Estos datos sugieren que en el tratamiento combinado
con 5-Fluoruracilo y HD-MTX, el MTX podria reducir la expresién de MAF. Aunque MAF
parece ser necesario para una buena respuesta al 5-Fluoruracilo 287 también esta implicado
en la adquisicién del perfil protumoral en los TAMs 77. Por tanto, nuestros resultados
podrian explicar parcialmente la eficacia del tratamiento combinado con 5-Fluoruracilo y
HD-MTX en el contexto del cancer colorrectal, ya que los M-M@ tratados con HD-MTX in vitro
comparten el perfil transcriptémico de los TAMs “pequeiios” de perfil antitumoral hallados
en los pacientes con metastasis de higado de cancer colorrectal de mejor pronéstico.

Efecto de los firmacos JAKi y HD-MTX sobre la reprogramacion bioquimica de
macrofagos

a) JAKi

El eje de senalizaciéon GM-CSF/GM-CSFR/JAK2 es importante en la diferenciacién de
monocitos hacia macréfagos de perfil proinflamatorio y juega un papel crucial en la
etiopatogenia de la RA 34288, E] GM-CSF a través de GM-CSFR activa JAK2 que modula, entre
otras, la sefializacion de las rutas PI3K-Akt y MEK-ERK. Tanto la ruta PI3K-Akt 289 como la
ruta MEK-ERK 290 son reguladoras negativas de la quinasa GSK3, enzima con dos isoformas
en humanos (a y B), que esta implicada en diferentes procesos celulares, entre los que se
encuentra la respuesta inflamatoria. GSK3[ se encuentra activa de forma constitutiva
cuando esta fosforilada en la Tyr216. Sin embargo, la fosforilacion de GSK3f en Ser9 es
inhibitoria ya que impide que el sustrato ingrese al sitio activo del dominio quinasa 7°. Los
estudios sobre la funcién de GSK3 han demostrado que posee mas de cien sustratos 290,
entre los que se encuentra MAFB, MAF, MAFA, HIF1-a, p53 y la piruvato deshidrogenasa
(PDH) 77291, Por tanto, existe una relacion entre la activacién de JAK2 por la unién de GM-
CSF a sureceptor, la activacién de las rutas PI3K-Akt y MEK-ERK (una subruta de las MAPK),
la regulacion de GSK3 y la actividad de MAFB. De acuerdo con todo lo anterior, en los GM-
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M@ deberia observarse la inhibicion de GSK3f via PI3K-Akt y MEK-ERK. No obstante, en los
resultados de esta tesis, no se observa dicha inhibicidén sobre los GM-M@. Ademas, la forma
inactiva de GSK3 aumenta su expresion cuando se inhibe la sefializacién del GM-CSF por
los JAKi, lo que correlaciona con el aumento observado en la expresion proteica de MAFB.
Para comprobar si la inhibicién de la ruta MEK-ERK, a través de ERK2 292, ejerce un efecto
sobre la expresion de MAFB, se emple6 el inhibidor especifico de ERK, U0126, en monocitos
estimulados con GM-CSF y se observo que el bloqueo de ERK no es suficiente para producir
un aumento significativo en la expresion proteica de MAFB. Esto sugiere que el tratamiento
con JAKi solo explica parcialmente el aumento de la forma inactiva de GSK33 y de MAFB a
través de la ruta MEK-ERK, dando lugar a la posibilidad de que existan otras rutas que
regulen a GSK3 que se afecten de manera indirecta por los JAKi, como la ruta de mTOR 293
(Fig. 13).
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Figura 13. Esquema de la posible relacion entre la inhibicién de JAK2 y la regulacion de GSK3.
Adaptada de 8. Los JAKi inhiben la sefializacion del eje GM-CSF/GM-CSFR por su unién a JAK2.
Ademas, las rutas PI3K-Akt y MEK-ERK, activadas por la sefializacién del GM-CSF a través de JAKZ2,
son reguladoras negativas de GSK3. A su vez, MAFB es sustrato de GSK3f y es degradado via
proteasoma tras la fosforilacién multiple por esta quinasa. La inhibicién ejercida por los JAKi sobre
JAK2 no explica completamente el aumento observado de la forma inactiva de GSK3f (p-s9) ni el
aumento de MAFB en los Upa-GM-M@, por lo que otras rutas reguladoras de GSK3, como mTOR,
podrian verse afectas de manera indirecta por los JAKi.
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Los factores de transcripciéon MAFB y MAF, miembros de la familia de factores de
transcripcion AP-1, estan implicados en la adquisiciéon del perfil antiinflamatorio en
macrofagos 326870, MAFB es fosforilado inicialmente por una quinasa (denominada priming
kinase), aun por descubrir, que lo activa y convierte en sustrato para GSK3. GSK3 puede
fosforilar a MAFB en diferentes residuos que lo marcan para su degradacién. Cuando GSK3f
es fosforilado en la Ser9, se inactiva y permite que MAFB se mantenga activo 77. Esto
aumenta la concentraciéon de MAFB en el interior de la célula promoviendo la transcripcién
de sus genes diana con perfil antiinflamatorio. Aunque MAF y MAFB comparten mecanismos
de regulacion como la fosforilacion mediada por la quinasa GSK3 77, nuestros resultados
indican que el aumento de la forma inactiva de GSK3f tras el tratamiento con upadacitinib
no se correlaciona con la expresion de MAF pero si con el aumento de expresion de MAFB.
Esto sugiere que MAF y MAFB pueden tener otros reguladores especificos que aun no han
sido identificados y abre un campo de investigacién muy importante en la terapia dirigida a
la reprogramacion, especificamente mediante el control de MAF y MAFB en macrofagos.

Un factor novedoso de los JAKi es su capacidad para inhibir de manera selectiva a un
JAK concreto. En la practica esta selectividad se ve truncada por las dosis empleadas en los
pacientes, dando lugar a que haya mas de un JAK inhibido. Esto es debido a que sus dominios
quinasa se han conservado evolutivamente y son muy similares 196, y explica porque
upadacitinib, que es selectivo para JAK1, ejerce efectos sobre JAK2 a las dosis empleadas en
los ensayos realizados. A pesar de la diferente especificidad de los JAKi por JAK1/2/3/TYK?2,
nuestros resultados indican que el empleo de los JAKi upadacitinib, baricitinib, tofacitinib,
peficitinib y filgotinib aumentan, de manera dosis-dependiente, la expresion de MAFB y
CD163 en monocitos estimulados con GM-CSFE. De hecho, el silenciamiento de MAFB indica
la dependencia de este factor de transcripcion en el efecto de reprogramacién inducido por
upadacitinib en la diferenciacién de monocitos a macroéfagos. El aumento de expresion de
MAFB no fue observado cuando los monocitos estimulados con GM-CSF fueron tratados con
el JAKi deucravacitinib, inhibidor especifico de TYK2. La mayoria de JAKi se unen de manera
especifica al sitio de unién a ATP localizado en el dominio quinasa conservado entre todos
los JAK. Otros JAKi, como el deucravacitinib, se unen a un sitio de regulacién alostérica
localizado en el dominio pseudoquinasa 247. Esto indica que el dominio quinasa de JAK2
asociado al GM-CSFR es clave en la reprogramacion de macréfagos y en la regulacion de
MAFB.

b) HD-MTX

Estudios anteriores del grupo y otros autores han determinado el perfil
transcriptémico y funcional de los M-M@. Estos macréfagos muestran un perfil
antiinflamatorio dependiente de los factores MAF y MAFB 326870, Cuando tratamos a los M-
M@ con HD-MTX, observamos una disminucion en la expresion proteica de MAF y MAFB.
Como se ha comentado anteriormente, GSK3 regula la degradacion de MAF y MAFB, por lo
que se uso el inhibidor de GSK3, CHIR99021, en los MTX-M-M@ para evaluar la relaciéon
entre los efectos de HD-MTX y GSK3. Se observé una recuperacion de la expresion proteica
de MAFB, una menor expresion de los genes dependientes de MTX (GDF15, LIF) y de los
genes proinflamatorios INHBA e IL1B, y una menor acumulacion de citoquinas y
quimioquinas proinflamatorias en el medio de cultivo. Esto confirma la relaciéon entre GSK3
y MAFB, y sugiere que los efectos de HD-MTX son dependientes de GSK3. El aumento en la
expresion de MAFB en los M-M@ y en los MTX-M-M@ tratados con CHIR99021 puede estar
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relacionado con la sefializacion por M-CSF/CSF1R, puesto que se ha descrito que activa a
PI3Ky 289, regulador negativo de GSK3. De esta manera, GSK3 se encuentra inactivo en los
M-M@ y esto aumenta la actividad y concentracion de MAFB. El caso de los MTX-M-M@
tratados con CHIR99021 es mas complejo, puesto que no se ha dilucidado como ejerce HD-
MTX sus efectos sobre GSK3. En principio, HD-MTX pueden estar bloqueando alguna ruta
de sefalizacién que regule a GSK3, como PI3K-Akt o MEK-ERK, permitiendo que GSK3 se
mantenga activa. El empleo del inhibidor de GSK3 puede bloquear el efecto de HD-MTX en
los M-M@ y asi restablecer el perfil antiinflamatorio en los MTX-M-M@. Este resultado en M-
M@ coincide con los resultados de los GM-M@ tratados con JAKi, lo que enfatiza ain mas el
papel que posee la ruta PI3K-Akt/MAFB sobre la reprogramacioén de macré6fagos.

En glioblastoma se esta estudiando el efecto del inhibidor del CSF1R, BLZ945, sobre
los TAMs 294, En modelos preclinicos, la inhibicién del CSF1R redujo el numero de TAMs y el
crecimiento tumoral, e incrementé la respuesta a la quimioterapia 295296, El inhibidor
BLZ945 indujo una reprogramacion en los TAMs hacia un perfil antitumoral mostrando una
menor expresion de genes protumorales y un aumento en la expresion de genes asociados
con la presentacién de antigenos y la activaciéon de linfocitos. Desde el punto de vista
funcional, BLZ945 aumenté las interacciones entre TAMs y linfocitos T productores de IFN-
y favoreciendo su actividad antitumoral 294297, Los efectos observados con esta estrategia
coinciden con el aumento de genes proinflamatorios asociados con las firmas
“INTERFERON-GAMMA-RESPONSE” y “INFLAMMATORY RESPONSE” y con la menor
expresion de la forma fosforilada del CSF1R observada en nuestros resultados con los MTX-
M-M@. Incluso es esperable que esto también suceda con dosis altas de pemetrexed (HD-
PMX), ya que este tratamiento aumenta la expresidon del gen INHBA, necesario para la
adquisicion del perfil proinflamatorio en macréfagos 4053275 y reduce la expresion de MAFB
32,6870, Nuestros resultados apuntan a un papel esencial de MAFB y de la regulacién de la
ruta M-CSF/CSF1R en el efecto reprogramador de HD-MTX, por lo que también podria
plantearse que ambos factores estén implicados en la reprogramacion inducida por BLZ945.
Ya que existen otros antifolatos que también se usan como estrategia antitumoral, como el
pemetrexed (PMX), podria ampliarse el estudio para determinar cémo afectan a la
sefializacion por la ruta M-CSF/CSF1R.

En su conjunto, estos resultados asocian el efecto reprogramador del MTX y los JAKi
sobre los macro6fagos a la expresion y regulacion de MAF y MAFB mediada por la
sefializacion dependiente de las citoquinas M-CSF y GM-CSF.

Efecto de los farmacos JAKi y HD-MTX sobre la reprogramacién funcional

a) Fagocitosis en macroéfagos tratados con JAKi

Entre las funciones caracteristicas de los macréfagos se encuentra la fagocitosis. La
fagocitosis es un proceso a través del cual los macréfagos pueden eliminar patégenos
infecciosos y células muertas, contribuyendo asi a la resolucion de la inflamacién y a la
homeostasis del tejido. La eferocitosis es un tipo especializado de fagocitosis que se encarga
especificamente de la eliminacién de células apoptoticas. Los M-M@ realizan la eferocitosis
de manera similar a los macré6fagos de membrana sinovial sana, segin se ha descrito por
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diferentes autores en modelos de ratén 298299 y en humano 300301 En el estudio de
Waterborg et al. 298, utilizan dos modelos de ratén que desarrollan RA y un modelo in vitro
con organoides sinoviales tridimensionales humanos que se asemejan a la membrana
sinovial. Este trabajo asocia la activacion de MerTK en los macréfagos murinos y en los
organoides, con la funcidn eferocitica normal llevada a cabo por los macréfagos de la
membrana sinovial sana, lo que otorga a estas células un papel protector frente a la
inflamacidn tisular. Interesantemente, una mayor concentracién de la forma soluble de
MerTK en suero de pacientes con RA correlaciona con un menor indice de actividad de la
enfermedad y con menor destrucciéon o6sea 302, Ademads, la eferocitosis estimula la
proliferaciéon de MDMs de ratén y humanos in vitro, lo que apoyaria su participaciéon en el
proceso de resolucién de la inflamacién in vivo 393, Los resultados de esta tesis han
confirmado que tanto la fagocitosis de Escherichia coli como la eferocitosis de células
apoptoticas in vitro es mayor en los M-M@ que en los GM-M@. Por su lado, los Upa-GM-M@
mostraron dos poblaciones de macr6fagos, una con elevada actividad fagocitica y eferocitica,
y otra con menor actividad. Esto indica que upadacitinib es capaz de modificar la fagocitosis
y eferocitosis de los GM-M@. Ademas, dado que los Upa-GM-M@ muestran un perfil
transcriptomico similar al de los grupos fenotipicos 1 y 5 de macréfagos de tejido sinovial
descritos por Alivernini et al, (Fig. 12), con los que comparte una elevada expresion de
MERTK, esto sugiere que el tratamiento con upadacitinib podria estimular la capacidad
eferocitica de los macr6fagos de membrana sinovial de pacientes con RA y aumentar su
proliferacién, disminuyendo la sinovitis y contribuyendo a resolver el proceso inflamatorio.

El proceso de eferocitosis es muy complejo y depende de la expresion y/o liberaciéon
de sefiales “comeme” (eat-me signals), como fosfatidilserina, nucledtidos extracelulares o
CX3CL1, por aquellas células que inician el programa de apoptosis. Los macréfagos expresan
en su membrana receptores capaces de reconocer estas sefiales, como TIM1, estabilina 2 o
CX3CR1. La eferocitosis es esencial para mantener la homeostasis, y evita la acumulacion de
células apoptéticas que pueden dar lugar al desarrollo de enfermedades autoinmunes 304,
En este sentido, un estudio realizado en ratones ha demostrado que el defecto de C1q, un
componente del sistema del complemento necesario para la eferocitosis, disminuye la
capacidad de eliminar células apoptdticas 39°. Adicionalmente, demuestran que Mafb regula
la expresion de C1q en monocitos y macréfagos murinos, y ratones deficientes para Mafb
muestran baja actividad eferocitica, lo que podria tener relacién con el desarrollo de
enfermedades autoinmunes en estos ratones. En base a estas investigaciones, el aumento de
expresion proteica de MAFB observada en los resultados de esta tesis en los Upa-GM-M@
podria ser responsable del aumento de la actividad eferocitica de estos macréfagos.
Respecto a la expresién de Clq, si bien no hemos cuantificado la expresién proteica, en el
transcriptoma de los Upa-GM-M@ la expresion de mRNA de C1QA se encuentra reducida, la
de C1QC esta aumentada, y tanto la expresion de C1QB como la de CI1QBP no muestran
cambios significativos (datos no mostrados). Aun desconocemos los mecanismos
implicados en el aumento de la capacidad eferocitica de los Upa-GM-M@, pero el estudio de
las proteinas implicadas en este proceso como Clq, o de los receptores que reconocen
sefiales que inician la eferocitosis, como MFGE8 306307 o MerTK 298308 podria arrojar luz
sobre este aspecto funcional.
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b) Citoquinas en respuesta a sefales de peligro (PAMPs y DAMPs) en
macroéfagos tratados con JAKi y HD-MTX

Otra actividad funcional evaluada en los macréfagos que han sido tratados con
farmacos es la produccion de citoquinas en respuesta a sefiales de peligro, como el LPS o los
nucleotidos extracelulares. De manera general, los GM-M@ se caracterizan por la produccion
de citoquinas proinflamatorias como TNF-a e IL-6 en respuesta a LPS, mientras que los M-
M@ producen la citoquina antiinflamatoria IL-10 de manera especifica 38-40.69, En el caso de
los JAKi upadacitinib y baricitinib, se detect6 una disminucién en la produccién de IL-6 y
TNF-a y un aumento de IL-10 en respuesta a LPS en los JAKi-GM-M@ respecto a los GM-M@.
En el contexto de la RA, el tratamiento con JAKi disminuye la exacerbacion del proceso
inflamatorio reduciendo la activacién de los receptores de citoquinas que participan en el
proceso inflamatorio, ya que se encuentran asociados a JAKs en la region citosolica 86. Esto
promueve la recuperacién de la homeostasis tisular y forma parte de la remisién de los
sintomas de los pacientes. Dado que, en la practica clinica habitual de pacientes con RA es
comin que LD-MTX y JAKi coincidan en la pauta de tratamiento 244, planteamos utilizar la
combinacion de ambos firmacos en macréfagos GM-M@ para evaluar los efectos sobre la
reprogramacién desde el punto de vista funcional. Andlisis preliminares mostraron que los
GM-M@ tratados con ambos farmacos aumentaron, de manera moderada, la produccién de
IL-10 en respuesta a LPS, en comparacién alos GM-M@ tratados solo con upadacitinib (datos
no publicados). A pesar del aumento de concentracién de IL-10 en los sobrenadantes de los
JAKi-GM-M@ y de los JAKi-GM-M@ tratados con LD-MTX, no podemos asegurar que esta
citoquina ejerza sus efectos, debido a que su receptor (IL-10R) se encuentra asociado a JAKs,
concretamente JAK1 y TYK2. TYK2 no se ve afectado por el efecto de los JAKi aprobados para
la RA, pero JAK1 es imprescindible para la sefializacién del IL-10R y si es diana de estos JAKi
211309, Por lo que estos resultados sugieren que el tratamiento con JAKi, solo o en
combinacion con LD-MTX, puede inducir una reprogramacion antiinflamatoria en GM-M®@,
que podria ser beneficioso para reducir la inflamacién y promover la homeostasis tisular en
pacientes con RA, pero seria necesario estudiar con detalle la sefalizacién de IL-10 para
comprobar si su sefializacion es funcional.

La IL-10 es de interés debido a que es la citoquina antiinflamatoria principal
implicada en la resolucién de la inflamacién y, en el contexto tumoral, es responsable de
limitar la respuesta del sistema inmunitario frente a las células tumorales 79310, L,os MTX-
M-M@ estimulados con LPS mostraron una menor produccién de IL-10 y una mayor
produccién de IFNB1 y de IL-6 que los M-M@ control estimulados con LPS, lo que sugiere
que HD-MTX promueven una respuesta proinflamatoria en respuesta a PAMPs. Se empled
LPS en estos ensayos porque es un activador de TLR4 y los macroéfagos lo expresan en su
membrana 52311, por lo que permite comprobar cémo es su perfil funcional en diferentes
condiciones. No obstante, el LPS no es un estimulo que se encuentre presente en el
microambiente tumoral. En base a esto, decidimos testar también la respuesta a otras
sefiales de peligro, en este caso DAMP, como el analogo del monofosfato ciclico de diadenilo
(c-di-AMP), 2’3’-monofosfato ciclico de GMP-AMP (2’-3’-cGAMP). Esta molécula es un
dinucleétido producido por la enzima sintasa de GMP-AMP ciclico (cGAS) a partir del DNA
dafiado derivado de la inestabilidad cromosdmica presente en las células tumorales 312-314,
El cGAMP liberado de la célula tumoral es reconocido e internalizado por macré6fagos, donde
se une a la proteina estimuladora de genes de interferén (STING), un receptor del reticulo
endoplasmatico, que promueve la produccion de citoquinas proinflamatorias a través de la
activacion de IRF3 via TBK1 315, La activacion de STING y el subsecuente aumento de la
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produccién de interferén de tipo I ha sido muy relevante en la investigacidn contra el cancer
316,317 Interesantemente, STING también es activado por el c-di-AMP derivado de la
microbiota intestinal, que regula la polarizaciéon de los macréfagos y la produccién de
interferén 318, Cuando estimulamos con 2’-3’-cGAMP a MTX-M-M@ observamos resultados
similares a los obtenidos con LPS, ya que activa STING y la produccién de las citoquinas
proinflamatorias IFNf31 e IL-6. Estos resultados indican que el tratamiento con HD-MTX
posee un gran potencial como estrategia reprogramadora de las funciones de los TAMs
inmunosupresores hacia un perfil antitumoral.

Monocito

GM-CSF M-CSF

HD-MTX

JAKi

PERFIL FUNCIONAL PERFIL FUNCIONAL
PROINFLAMATORIO ANTIINFLAMATORIO

Figura 14. Esquema del efecto de los farmacos HD-MTX y JAKi sobre el perfil funcional de los
macréfagos derivados de monocitos. Similar a los resultados observados sobre el perfil
transcriptémico y bioquimico, el HD-MTX favorece la adquisicién de funciones proinflamatorias en
los M-M@; mientras que los JAKi favorecen la adquisicién de funciones antiinflamatorias en los GM-
M@.

Los resultados obtenidos en los M-M{@ tratados con HD-MTX indican que GSK3 y su
regulacién sobre los factores de transcripcion MAFB/MAE, podria ser una nueva diana
terapéutica en las estrategias antitumorales, ya que induce una reprogramaciéon desde el
punto de vista transcripcional, bioquimico y funcional. Sin embargo, la limitacién principal
del estudio reside en que solo se han analizado los efectos sobre los M-M@ generados in
vitro, por lo que existe la posibilidad de que otros mecanismos adicionales al efecto de HD-
MTX sobre la diferenciacién mediada por MAFB/MAF, puedan estar implicados in vivo. El
estudio de los efectos de HD-MTX sobre macré6fagos aislados ex vivo de tejido tumoral podria
arrojar luz sobre la reprogramacién de TAMs in vivo. Ademas, el estudio del efecto de HD-
MTX en macroéfagos cocultivados con lineas celulares tumorales podria simular los efectos
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del microambiente tumoral in vivo, y permitir una mejor comprension del efecto
reprogramador de HD-MTX en TAMs.

Efecto de los JAKi sobre la reprogramacion de monocitos in vivo

Diferentes estudios han mostrado que los pacientes con RA presentan un desbalance
en las subpoblaciones de monocitos, lo que es un reflejo del estado de inflamacién crénico
caracteristico en estos pacientes 319320, En el marco del estudio observacional
JAKi_MONOMAC iniciado por nuestro grupo durante la realizacién de esta tesis, hemos
medido mediante citometria de flujo la frecuencia de monocitos de sangre periférica en
pacientes con RA activa que no responden a la terapia convencional con LD-MTX o
bDMARDs, antes y tres meses después de comenzar tratamiento con el JAKi upadacitinib, y
la hemos comparado con sujetos sanos. Los resultados obtenidos (Fig. 15) indican que tres
meses de tratamiento con upadacitinib restauran las subpoblaciones de monocitos de
sangre periférica (clasicos, intermedios y no clasicos) en los pacientes con RA (90%, 6% y
4%) a frecuencias similares a las observadas en individuos sanos (85%, 5% y 10%,
respectivamente) 321, Este resultado implica que, tras el tratamiento con JAKi, habria una
menor proporciéon de monocitos clasicos que se extravasan a la membrana sinovial
inflamada y una mayor proporcién de monocitos no clasicos en sangre, lo que contribuiria
a la desescalada del proceso inflamatorio. Estos datos concuerdan con el cambio
transcripcional en el andlisis de la secuenciacion del RNA (RNAseq) realizado con la
poblacién completa de monocitos CD14+ de esos mismos pacientes, antes y tres meses
después del tratamiento con upadacitinib. Los resultados indican un aumento en la
expresion de genes que definen a la poblacién de monocitos no clasicos (CD16*) tras el
tratamiento. Existen, sin embargo, otros estudios en los que la frecuencia de las
subpoblaciones de monocitos de sangre periférica de pacientes con RA activa son diferentes
a los observados en los pacientes con RA activa reclutados en nuestro estudio (antes de
comenzar el tratamiento con upadacitinib). En estos estudios se encuentran aumentados los
monocitos intermedios (15-23%), disminuidos los monocitos clasicos (65-70%) y sin
cambios en los monocitos no clasicos (7-10%) 322-324, A pesar de esta discrepancia entre los
datos ofrecidos por diferentes autores en la literatura y nuestros resultados, hay que
destacar que el tamafio muestral de nuestro estudio es muy bajo (n=3), por lo que los
resultados son preliminares y todavia no es representativo. Ademas, todos los pacientes
reclutados en nuestro estudio han sido tratados previamente con diferentes DMARDs lo que
podria afectar a las frecuencias de las subpoblaciones, y a los pardmetros que miden la
inflamacidn sistémica y el indice de actividad de la enfermedad, en comparacién con los
pacientes reclutados en los otros estudios 322-324 en los que o no habian sido tratados con
ningin farmaco antes de tomar la muestra, o habia unos pocos tratados con MTX,
antiinflamatorios no esteroideos (NSAIDs), bDMARDs u otros DMARDs. Por ultimo, la
estrategia de seleccion de las poblaciones en JAKi-MONOMAC por citometria de flujo incluye
la separacion de la poblacién CD16* en funcion de la expresién de HLA-DR, un factor que no
tienen en cuenta los mencionados estudios. Por todo ello, es posible que existan diferencias
en la literatura debido a una falta de normalizacién de la estrategia de selecciéon de las
poblaciones de monocitos, y por diferencias en las caracteristicas basales de los pacientes
reclutados en los estudios observacionales.
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Visita pre-JAKi Visita 3 meses
pos-JAKi

Monocitos Clasicos

: 1 0
CD14**CD16- ._'30% ' — &2

Monocitos Intermedios

CD14**CD16* 6% —> 5%

Monocitos no Clasicos

CD14*CD16* 4% I 9%

Figura 15. Esquema del efecto de los JAKi sobre la frecuencia de las subpoblaciones de
monocitos de sangre periférica. Los pacientes con RA activa tras tres meses de tratamiento con
JAKi recuperan la frecuencia de las subpoblaciones de monocitos a proporciones similares a las
encontradas en individuos sanos o pacientes en remision.

Adicionalmente, y dado que realizamos un RNAseq con la poblacién completa de
monocitos CD14+ del estudio JAKi-MONOMAC, comparamos el perfil transcriptémico de la
poblacién CD14+ de los pacientes con los genes que definen a los nueve grupos fenotipicos
de macréfagos descritos por Alivernini et al. Los resultados indicaron que tras tres meses de
tratamiento con upadacitinib los monocitos se asemejan al grupo de macréfagos residentes
de tejido sinovial TREM2high (1) y al de macroéfagos infiltrados al tejido sinovial
HLAhighCLEC10Abigh (8), al igual que ocurre en los Upa-GM-M@ generados in vitro. Este
resultado sugiere que el tratamiento con upadacitinib promoveria un cambio
transcriptémico en los monocitos de sangre periférica que van a extravasarse a lamembrana
sinovial inflamada de pacientes con RA, lo que implicaria que estos monocitos serian menos
proinflamatorios y contribuirian a la resolucién de la sinovitis. Para poder obtener
resultados concluyentes, actualmente continuamos con el reclutamiento de pacientes con
RA en tratamiento con JAKi (tofacitinib, baricitinib, upadacitinib, filgotinib y peficitinib). En
base alos primeros resultados, este estudio observacional ha mostrado ser muy prometedor
y, ademas, remarca de nuevo la capacidad reprogramadora del upadacitinib y sus beneficios
terapéuticos.

La seguridad y eficacia de los JAKi ha sido probada en numerosos ensayos clinicos
en pacientes con RA 256325 sj bien se han publicado algunos efectos adversos, entre los que
destaca el aumento de infecciones por virus, como el herpes zoster 244326, Estas posibles
infecciones estan siendo prevenidas al comienzo del tratamiento con los JAKi empleando
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vacunas. Un estudio en linfocitos T CD4+ de pacientes con RA tratados con tofacitinib 327,
mostré una menor activacion, proliferacién y produccién de IFN-y en respuesta a una
infeccién por el virus Herpes Zoster, lo que correlaciona con el aumento de infecciones por
este virus observado en los diferentes ensayos clinicos con tofacitinib 257262, Alin no se han
obtenido datos sobre el efecto de los JAKi en la respuesta antiviral mediada por monocitos
o macrofagos en pacientes con RA. Sin embargo, los resultados de esta tesis muestran un
aumento de MAFB en los UPA-GM-M@, y se ha publicado que MAFB actiia como antagonista
de larespuesta a interferdn de tipo I a través del bloqueo del reclutamiento de coactivadores
del factor de transcripcion IRF3 328, un inductor positivo de la respuesta antiviral. La unién
de MAFB a IRF3 impide su unién a las regiones promotoras de sus genes diana, como IFNB]1,
impidiendo su transcripcién. El papel fisiologico de MAFB como redstato a través de su
union a IRF3 permite controlar una respuesta excesiva ante infecciones por virus y la
susceptibilidad al desarrollo de enfermedades autoinflamatorias 329. Por tanto, el aumento
de expresiéon de MAFB in vivo no solo podria estar implicado en la diferenciaciéon de
monocitos a macrofagos de perfil antiinflamatorio, sino también en el aumento de las
infecciones en los pacientes tratados con JAKi. Nuestros resultados in vitro muestran un
aumento de MAFB desde el punto de vista génico y proteico tras el tratamiento con JAKi, y
solo uno de los pacientes reclutados en el estudio muestra un aumento significativo en la
expresion de MAFB tras tres meses de tratamiento con upadacitinib, por lo que el aumento
en el tamafno muestral es necesario para esclarecer la relacion entre MAFB y los efectos
adversos de los JAKi en los pacientes.

En este trabajo se han empleado HD-MTX como tratamiento para simular las
condiciones de uso frente a tumores hematolégicos, y hemos demostrado su papel como
agente reprogramador de macréfagos antiinflamatorios (M-M@) hacia un perfil
proinflamatorio y antitumoral (similar a GM-M@). Sin embargo, el MTX también es un
farmaco empleado a bajas dosis en RA como tratamiento de primera linea. Previamente en
nuestro laboratorio, hemos abordado los efectos inducidos por LD-MTX en GM-M@ para
identificar a los agentes y mecanismos implicados en sus efectos antiinflamatorios en los
pacientes con RA 28314053275276 Asi, hemos aumentado el conocimiento sobre los efectos
reprogramadores del MTX a diferentes concentraciones y en diferentes tipos de macroéfago.
La estrategia de reprogramacion de macr6fagos en RA sigue siendo explorada en
profundidad actualmente. Al efecto inductor de tolerancia y reprogramador del MTX sobre
los macro6fagos de perfil patogénico en RA propuesto por nuestro grupo, sumamos ahora el
efecto reprogramador de los JAKi, aportando nuevos mecanismos que podrian ser utilizados
como diana terapéutica, como es la sefializacion JAK/STAT o el eje GSK3/MAFB.
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CONCLUSIONES

De las publicaciones presentadas se extraen las siguientes conclusiones:

1. El tratamiento con dosis altas de MTX (HD-MTX) altera el perfil transcripcional
de los macro6fagos derivados de monocitos en presencia de M-CSF (M-M@),
promoviendo la adquisicibn de genes caracteristicos de macréfagos
proinflamatorios, y de la firma genética de macréfagos antitumorales (TAMs
“pequeiios”).

2. El cambio inducido por HD-MTX en el perfil transcripcional de los M-M@
correlaciona con una reduccién de la expresion y actividad del receptor de M-
CSF (CSF1R), y con una disminucidén en la expresién de los factores de
transcripcion MAF y MAFB, cuya actividad depende de GSK3.

3. La capacidad reprogramadora de HD-MTX sobre macr6fagos humanos hacia un
fenotipo antitumoral se puede prevenir mediante la inhibicién de GSK3.

4. El tratamiento con el inhibidor de JAK (JAKi) upadacitinib restablece el balance
de las subpoblaciones de monocitos de pacientes con artritis reumatoide (RA) a
proporciones similares a las encontradas en individuos sanos, y modifica el
perfil transcriptémico de monocitos CD14+. Este efecto correlaciona con la
disminucion en el indice de actividad de la enfermedad DAS28.

5. El empleo de upadacitinib sesga a los macré6fagos derivados de monocitos en
presencia de GM-CSF (GM-M@) hacia la adquisicién de un perfil transcripcional
antiinflamatorio de manera dosis-dependiente. Ademds, exhiben un
enriquecimiento positivo en los genes que definen a los macréfagos sinoviales
asociados con la resolucién de la inflamacion.

6. Upadacitinib aumenta significativamente la expresion de MAFB, de genes
regulados por MAFB y de la fosforilacion inhibidora de GSK3f3 en los GM-M@.

7. Desde el punto de vista funcional, upadacitinib promueve un aumento de la
actividad fagocitica y eferocitica de los GM-M@. Ademas, upadacitinib disminuye
la produccién de citoquinas proinflamatorias y aumenta la concentracion de IL-
10 en respuesta a LPS.

8. Los farmacos HD-MTX y JAKi son capaces de reprogramar a macro6fagos

derivados de monocitos humanos, alterando su perfil transcripcional,
bioquimico y funcional.
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