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PREFACIO

La respuesta inmunitaria innata mediada por el monocito -
macrofago, cumple una funcion importante en la iniciacion,
progresion y resolucién de la aterosclerosis. Esta enfermedad
conlleva al desarrollo de patologias cardiovasculares, que son la
primera causa de muerte de las llamadas enfermedades no

transmisibles a nivel mundial.

La aterosclerosis es un proceso patoldgico dindmico que se
caracteriza por el acumulo de lipidos en pared arterial, como
consecuencia del alto nivel de colesterol plasmatico, lo cual es
potenciado por las mutaciones en el receptor de la LDL. Estas
mutaciones son una de las caracteristicas moleculares determinantes
de la hipercolesterolemia familiar, enfermedad autosomica
dominante que en su forma heterocigota afecta a 1 de cada 500

habitantes.

La migracién del monocito al espacio subendotelial promueve su
diferenciacion a macrofago. Ademds, la LDL infiltrada sufre
modificaciones aterogénicas, que facilitan su internalizacién por los
macrofagos. Cuando la homeostasis del colesterol intracelular esta
afectada, la acumulacion descontrolada del colesterol transforma el
macrofago en célula espumosa, que es un marcador celular

temprano de la lesion aterosclerotica.

La presente Tesis ha sido realizada en el grupo de investigacion de
la Profesora Lina Badimon, Directora del Instituto Catalan de
Ciencias Cardiovasculares (ICCC). Especificamente, el trabajo de
esta tesis pretende expandir el conocimiento existente sobre los

procesos moleculares y funciones que ocurren tanto en el monocito
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como en el macréfago humano, cuando son expuestos a
concentraciones patoldgicas de LDL en su forma nativa o agregada.
Estas formas son representativas de la circulacion periférica o de las
lesiones ateroscleroticas. Para el desarrollo de esta investigacion se
han realizado ensayos moleculares y anélisis in silico. Los
resultados de esta tesis aportan nuevos conocimientos sobre la
regulacion de genes y proteinas por la LDL, siendo de potencial

interés su uso como futuras dianas terapéuticas.
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1. Enfermedad cardiovascular

La enfermedad cardiovascular se refiere a todas las enfermedades del
corazon y del sistema circulatorio, que dependiendo del &rea afectada
muestran diferentes manifestaciones clinicas?. Presenta un caréacter
multisistémico que frecuentemente afecta a varios lechos vasculares

conocidos como:

Enfermedad coronaria: Es causada por problemas de irrigacion
sanguinea al masculo cardiaco. En consecuencia, conlleva a una menor

disponibilidad de oxigeno (isquemia).

Enfermedad cerebrovascular: Es debida a la disrupcion de los vasos

sanguineos que irrigan el cerebro, causada por la isquemia o rotura.

Enfermedad arterial periférica: Es causada por problemas de la

irrigacion vascular en los brazos y piernas.

Enfermedad
cerebrovascular

Enfermedad
coronaria

Enfermedad
arterial periférica

Figura 1. Presentacion de las enfermedades cardiovasculares. Porcentaje de
los principales eventos vasculares. Datos adquiridos y adaptados del comité
directivo de CAPRIE?.



INTRODUCCION

Estudios realizados por la Organizacion Mundial de la Salud (WHO,
2012) mostraron que del total de 56 millones de muertes anuales a nivel
mundial, 38 millones corresponden a las llamadas enfermedades no
transmisibles. Estas son lideradas por las enfermedades cardiovasculares
con 17,5 millones de muertes®, de las cuales aproximadamente el 52% se
producen antes de los 70 afios de edad, teniendo un efecto de muerte

prematura sobre la poblacién (Figura 2).

mEnfermedades no trasmisibles
m Enfermedades transmisibles *
Lesion

= Enfermedades cardiovas culares
= Cancer

Enfermedades res piratorias
® Diabetes mellitus

Otros

Figura 2. Muertes por enfermedades no transmisibles. Datos adquiridos y
adaptados de la Organizacién Mundial de la Salud (WHO, 2012). * Incluye las de
origen maternal, perinatal y nutricional.

Igualmente estudios publicados por la Sociedad Espafiola de Cardiologia
(SEC, 2013), ponen en evidencia que las enfermedades cardiovasculares
son la primera causa de mortalidad en Galicia, Andalucia y Asturias, las
areas con mayor numero de eventos. En cambio, en regiones como
Canarias, Madrid y Pais Vasco tienen menor mortalidad cardiovascular.

Se estima que para el 2020 el coste de esta patologia sera de 8,8 millones
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de euros, con un gasto de 180 € por persona y una pérdida productiva de 2
millones de euros (SEC, 2013), representando un enorme coste sanitario y

econémico en la sociedad.

Tradicionalmente las enfermedades cardiovasculares han estado
vinculadas solamente a la acumulacion de lipidos en la pared arterial y el
posterior bloqueo del flujo sanguineo. Sin embargo, hoy en dia es
ampliamente aceptado que el desarrollo y progresion de la lesion
aterosclerotica, deriva de una compleja interaccion entre componentes
celulares y moleculares de la sangre y pared arterial. Asi, la pared arterial
como oOrgano especializado, cumple una funcion importante en la

respuesta a procesos inflamatorios”.

La respuesta inflamatoria es dada por el impacto de los factores de riesgo
y la predisposicion genética de las células endoteliales en las arterias. Esto
causa la activacion del sistema inmune incluyendo factores de
transcripcion, citoquinas, quimioquinas y moléculas de adhesion. Por lo
tanto, se crea un entorno que favorece la adhesion de los monocitos de la
circulacion periférica al endotelio. La infiltracion de los monocitos en la
intima vascular, es un factor clave del desarrollo de la aterosclerosis, ya
gue producird una cascada de procesos inflamatorios que conllevan

finalmente a la rotura de placas inestables y el proceso trombético.

2. Aterosclerosis

La aterosclerosis es una enfermedad inflamatoria cronica, compleja y
dinamica que afecta a las arterias de mediano y gran calibre. Esta
enfermedad es la principal causa de enfermedad cardiovascular. El
proceso de la aterosclerosis comienza en edad temprana y avanza de

forma silente durante la adolescencia y la adultez, hasta que se observa
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sus complicaciones clinicas®”’. La aterosclerosis se caracteriza por la

pérdida de elasticidad de la capa intima y media de la arteria.

La lesion o placa de ateroma estd compuesta de lipidos, tejido
fibromuscular, monocitos y macréfagos®®. La progresion de la lesion
conlleva a la formacion local de trombo y la oclusion de la arteria. La
relacion entre aterosclerosis y su complicacion a un proceso trombotico,

se conoce como el término aterotrombosis (Figura 3).

Disfuncion endotelial

.

Arteria Estria Lesion Ateroma Placa Disrupciél;
normal grasa intermedia fibrosa  delaplaca

Desde la primera Desde la tercera
década década

Acumulacion de lipidos

Figura 3. Progresion de la aterosclerosis en la poblacion general. Imagen
adquirida y adaptada®.

2.1. Lipoproteinas

Las lipoproteinas son macromoléculas que estdn formadas por una parte
lipidica y otra proteica. Su funcion fisiologica es el empaguetamiento de
los lipidos insolubles en el plasma, provenientes de la alimentacion y

6
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aquellos sintetizados por el organismo. ElI metabolismo de las
lipoproteinas esté relacionado con el desarrollo de la aterosclerosis™.

2.1.1. Composicion

Las lipoproteinas estan compuestas de un nucleo y una capa superficial. El
nucleo esta formado por esteres de colesterol (CE) y triglicéridos. La capa
superficial estd compuesta de colesterol no esterificado, fosfolipidos y
proteinas. La porcion proteica estd conformada principalmente por
apolipoproteinas, que contienen regiones anfipaticas que les confiere una

propiedad de unirse a los lipidos (Figura 4).

Triglicéridos.

Esteresde
colesterol

Colesterolno 8sCs P -
esterificado S I Fosfolipidos

Figura 4. Estructura general de las lipoproteinas.

Las lipoproteinas presentan una composicion dindmica con constantes
cambios a nivel estructural y de composicion. Las diferencias en sus
propiedades fisicoquimicas como la densidad, se utilizan para su
purificacion del plasma™. Las lipoproteinas en funcién de su contenido y

proporciéon en lipidos y proteinas se clasifican como quilomicrones (CM),
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lipoproteina de muy baja densidad (VLDL), lipoproteina de densidad
intermedia (ILD), lipoproteina de baja densidad (LDL) y lipoproteina de
alta densidad (HDL), como se muestra en la Figura 5.

A, Al B48,  B100, C, CI, B100, C, C-I, B100 Adl, A, C, CHIL
% CA1, C-I, € CJIILE C-IILE C-I, D, E

Apolipoproteina

Triglicéridos | EG———

IDL LDL HDL

@

d(g/mL) <0.95 0.95-1.006 1.006 - 1.019 1.019 - 1.063 1.063 - 1.125
Origen Intestino Higado Metabolismo Metabolismo Intestino,
de VLDL de VLDL higado

Figura 5. Composicion de las lipoproteinas. FC: colesterol libre, CE: ésteres de
colesterol. Imagen adquirida y adaptada™.

2.1.2. Lipoproteinas de baja densidad (LDL)

La LDL es el producto del catabolismo de CM y VLDL. Esta lipoproteina
lleva la mayoria del colesterol plasmatico hacia los tejidos periféricos. La
porcién proteica esta constituida por 95% de apolipoproteina B100
(apoB100)™. Sin embargo, otras apolipoproteinas en menor porcentaje
han sido reportadas como la apoE y apoC-Ill, que tiene una funcién
importante en el metabolismo de la LDL y modula su aterogenicidad a

pesar de su baja concentracion®®. La apoB100 contiene diferentes
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dominios funcionales que sirven para la unién al receptor de la LDL
(LDLR), para la interaccion con las proteinas de la matriz extracelular
(ECM) y varios sitios de unién para los proteoglucanos®?, que promueven
su retencién en el subendotelio vascular. En las lesiones aterosclerdticas,
muchos de los depositos lipidicos son derivados de la LDL plasmaética.
Por ello, la LDL es considerada la principal lipoproteina aterogénica™.

2.1.3. Modificacion de la LDL

La infiltracion y retencion de la LDL al subendotelio vascular conlleva a
modificaciones con caracteristicas diferentes a nivel estructural y quimico
que la LDL nativa (nLDL)*?. Las modificaciones de la LDL estudiadas

en relacion con la aterogenicidad son mostradas en la Tabla 1.

L.D.L Mecanismo Efecto
modificada
agLDL Principalmente por unién a Degradacion del contenido lipidico
proteoglucanos y de ApoB100
oxLDL ROS, lipooxigenasas Degradacion del contenido lipidico

Mieloperoxidasas, acido hipocloroso Degradacion de ApoB100

acLDL Generada in vitro por anhidrido acético Modificacion de ApoB100

L Modificacion de ApoB100,
Reaccion de la glucosa con la . o
gLDL . . . fosfolipidos y susceptibilidad de
lipoproteina de la pared arterial N
oxidacion
Neuramidinasas, sialidasas y Susceptibilidad de oxidacién por
dLDL .
glucosidasas ROS
i . Modificacion de ApoB100 y
cLbL LS susceptibilidad de oxidacion
. o Degrada el contenido lipidico
MDA-LDL B e O formando malondealdehido (MDA)

MDA Modificacion de ApoB100

Tabla 1. LDL aterogénicas. agLDL: LDL agregada, oxLDL: LDL oxidada,
acLDL: LDL acetilada, gLDL: LDL glicosilada, dLDL: LDL desialilada, cLDL.:
LDL carbamilada, MDA-LDL: LDL malondealdehido, ROS: especie reactiva de
oxigeno, ApoB:100: apolipoproteina B100™*°.
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LDL agregada (agLDL)

La forma agregada de la LDL es debida a las modificaciones que ocurren
en la superficie de la lipoproteina, lo cual conlleva una inestabilidad e
interaccion y fusion con otras particulas de LDL". Los proteoglucanos,
tipo condroitin sulfato como el versican, son muy abundantes en la ECM
de la intima vascular aterogénica, tiene una elevada capacidad de retener y
agregar lipoproteinas ricas en colesterol, como las LDL. La retencion es
dada por el grado de sulfatacion y el nimero de cadenas de
glucoaminoglicanos en los proteoglucanos™ (Figura 6).

Versican

Proteoglucanos

Acido hialurénico

Colageno

e

it

— Nicleo proteico 3
¥ Condroitin sulfato
» \

Oligosacarido

Figura 6. Agregacion de la LDL por proteoglucanos.

Mecanismos proteoliticos y lipoliticos también han sido documentados de

participar en la agregacion de las lipoproteinas.
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a) Modificaciones proteoliticas

En este proceso, la LDL se une a la heparina de los proteoglucanos, a los

gue también se unen proteasas como la quimasa y carboxilpeptidasa A.

Estas enzimas degradan la apoB100 de la LDL, reorganizando la

estructura superficial de la LDL con la translocacion de algunos lipidos

del ndcleo lipoproteico a la superficie. En consecuencia, la LDL

proteolizada aumenta su hidrofobicidad favoreciendo su agregacion®™.

b) Modificaciones lipoliticas

Esfingomielinasa.- La esfingomielinasa hidroliza la esfingomielina
de la LDL para producir moléculas de fosfocolina hidrosolubles, las
cuales son liberadas, y moléculas de ceramida. La formacién de
dominios ricos en ceramida confiere hidrofobicidad y permiten la
agregacion de la LDL™.

Fosfolipasa A,.- Esta enzima cataliza la hidrolisis de los fosfolipidos
de la LDL en acidos grasos y lisofosfatidilcolina (lisoPC),
acumulandose en la LDL y modificando sus propiedades
fisicogquimicas. En presencia fisiologica de albumina, los &cidos
grasos y algunos lisoPC son transferidos de la LDL a la albumina.
Asi, la LDL resultante presenta una reorganizacion de su componente
lipidico y un cambio conformacional de la apoB100, por lo tanto

conlleva a su agregacion'®?,

Fosfolipasa C.- La fosfolipasa C hidroliza el fosfolipido de la LDL
en fosfocolina, que es liberada de la LDL, y diacilglicerol (DAG). El
DAG reside en la superficie y el nicleo de la LDL. Los dominios
hidréfobos formados por DAG promueven la agregacion de la
LDL*.

11
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La modificacion estructural de la LDL por agregaciéon incrementa su
capacidad aterogénica. De hecho, favorece el almacenamiento masivo
intracelular de CE en células residentes vasculares, como las células

musculares lisas vasculares (VSMC)? y los macréfagos®>*

que se
diferencian a células espumosas, componente celular caracteristico de la
intima aterosclerdtica en etapas tempranas de desarrollo de la lesién. La
agLDL puede también generarse in vitro mediante un proceso de

agitacion®.

2.2. Receptores de LDL

Los receptores de lipoproteinas considerados responsables de la captacion
de la LDL por las células en la pared vascular, pertenecen a la familia de

los receptores “scavengers” y la familia receptores de LDL.

2.2.1. Familia de receptores “scavengers”

Los receptores “scavengers” originalmente fueron identificados por
Brown y Golstein, y definidos por su habilidad de unirse a las LDL
modificada. De hecho, son implicadas como reguladores en la iniciacion y

progresion de la aterosclerosis.

Esta familia estd compuesta por proteinas agrupadas en clases, que tienen

|26

una gran diversidad estructural®. Ademas, tienen un amplio rango de

ligandos enddgenos?’ y exdgenos® (Tabla 2).

12
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Clase Receptor Ligandos
scavenger aclLDL oxLDL LDL HDL  VLDL

A SR-A + + - - -
MARCO + + - - -
SR-B - + + +

B CD36 + + + + +

E LOX1 + = = - -

F  SRECIII + + - - -

G SR-PSOX - + = - -

H  FEEL-I + = = - -

Tabla 2. Receptores “scavengers” y ligandos lipoproteicos. SR-A: receptor
“scavenger” clase A, MARCO: receptor de macrdéfago con estructura de
coldgeno, SR-B: receptor “scavenger” clase B, CD36: “cluster” de diferenciacion
36, LOX-1: receptor 1 para las LDL oxidadas homologa a lectina, SRECI/II:
receptor “scavenger” I/II expresado por células endoteliales, SR-PSOX: receptor
“scavenger” que se une a la fosfatidilserina, FEEL-I/II: receptor “scavenger” /11
que contiene dominios homélogos a fasiclina EGF y laminina EGF. Tabla
adaptada®.

2.2.2. Familia de receptores de LDL

La familia de receptores de LDL comprende un grupo de glicoproteicos
transmembrana que son receptores endociticos sobre la superficie celular,
el cual internalizan a su ligando por degradacion lisosomal®. EI LDLR es
el miembro fundador de este grupo actuando solamente en el metabolismo
de las lipoproteinas. Sin embargo, otros miembros tienen la capacidad de

unirse a diferentes ligandos®**!

y en consecuencia participan en un amplio
nimero de funciones bioldgicas que incluyen el metabolismo de los

lipidos, ingreso de toxinas, activacion de lisosomas y neurotransmision®.

Otros miembros de esta familia son el receptor de la VLDL (VLDLR) y
las proteinas relacionadas a receptores de LDL (LRP), que incluyen al
LRP1, LRP2, LRP3, LRP4, LRP5, LRP6, LRP8, LRP10 y LRP11 lo cual
estructuralmente son similares® y consisten de 5 unidades: 1) dominio de

unioén a ligando, con repeticiones ricas en cisteina tipo A distribuidas entre

13
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2 y 11 “clusters”; 2) dominio homologo al factor de crecimiento
epidérmico (EGF), el cual consiste en repeticiones ricas en cisteina y
repeticiones del dominio YWTD que esta organizado como hélice 3. Esta
region esta implicada en la disociacién dependiente de pH en el complejo
receptor-ligando®=3"; 3) repeticiones homdlogas EGF que precede al
segmento de contacto con la membrana, 4) dominio de anclaje
transmembrana; 5) dominio citoplasméatico con 1 a 3 motivos NPxY o
PPPSP responsables de la traduccion de sefial intracelular®®’. Ademas,
los receptores LDLR, VLDLR y LRP8 tienen un dominio O-glucosidico
en la parte externa de la célula y un extremo NPXY citoplasmatico, a
diferencia de ello el LRP5 y LRP6 carecen de este dominio y tiene un
extremo citoplasmatico PPPSP. LRP5 y LRP6, tienen el dominio YWTD
ubicado de forma inversa, en comparacion a los demas miembros de la
familia LRP* (Figura 7).

Unié6n a ligando
Homoélogo a EGF
YWTD en enlace

< Enlace O-glucosidico
B Transmembrana

“  Motivo NPxY

B¢

| | |
LDLR VLDLR LRPg -RP4
8

8

§J
g
g

Figura 7. Miembros de la familia LRP. Los receptores relacionados con
enfermedades cardiovasculares estan sefialados con una flecha azul. Imagen
adquirida y adaptada®.
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2.3. Composicion de la pared arterial

La pared arterial estd formada por un tejido heterogéneo dindmico que
contribuye a mantener la homeostasis vascular y la regulacién de la
respuesta al estrés o lesion, debido a sus caracteristicas histoldgicas y

bioquimicas®.

Los componentes de la pared arterial varian en su proporcion dependiendo
del calibre de la misma y estan distribuidos en 3 capas: intima, media y
adventicia (ver Figura 8), excepto en las arteriolas y los capilares®.

Intima: Es la capa que esta en contacto al flujo sanguineo, compuesta por
el endotelio y subendotelio. El endotelio estd formado por células
endoteliales en monocapa que descansan sobre la ldmina basal, seguida
del subendotelio. El subendotelio alberga fibras elasticas, proteoglucanos

y colageno que limita con la ldmina eléstica interna.

Media: Es compuesta por VSMC, fibras de colageno, fibras elasticas y
proteglucanos. Esta capa esta limitada de la intima y la adventicia por la

lamina elastica interna y externa respectivamente.

Adventicia: Es la capa exterior de la arteria, compuesta principalmente
por fibras de colageno, fibroblastos, nervios (vasa nervorum) y pequefios
vasos sanguineos (vasa vasorum). El grosor de esta capa depende de la

ubicacion y el tipo del vaso sanguineo.
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Lamina elastica

Externa
Lamina elastica

interna

Adventicia

Figura 8. Estructura de la pared arterial. Imagen adquirida y adaptada de
histology.medicine.umich.edu/resources/cardiovascular-system.

2.4. Evolucion anatomopatoldgica de la aterosclerosis

Las lesiones aterosclerdticas se clasifican en base a su apariencia
microscopica. Segun la asociacion americana del corazén (AHA), y de
acuerdo a la clasificacion propuesta por Stary y cols, las lesiones
ateroscleroticas se agrupar en 8 tipos desde una minima alteracion en el

tejido arterial, hasta las lesiones mas complejas®®’ (ver Tabla 3).

Una caracteristica histologica general de la lesion aterosclerdtica es la
desorganizacion estructural completa y el engrosamiento de la capa
intima. Los componentes celulares varian segun el tipo de lesion y el tipo
celular®. Generalmente, las células espumosas son Mas numerosas que
los macrdfagos y estos mas que los linfocitos. En las lesiones extendidas
entre la capa media y adventicia, los monocitos, macrofagos y linfocitos
son mas numerosos que en la capa intima; lo que se ha atribuido a una
colonizacién alrededor del vasa vasorum®. Los mastocitos son
individualmente mas numerosos en la capa adventicia, pero escasos en la

capa intima de las lesiones. Las células plasmaticas son poco frecuentes, y
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la presencia de un proceso inflamatorio agudo por neutréfilos no es

caracteristica de la lesion aterosclerética humana.

Caracteristica Otros - o
Nomenclatura . o . Aparicién  Clinica
histologica terminos
Lesion ti I Lesidn minima
— Desde la
Estria grasa con L primera Clinica
lla : .. -Lesion temprana - .
. tendencia a la progresidn decada de silente
Lesion tipo : :
b Estria grasa con vida
tendencia a ser estable | | |
Lesion tipo  1ll Preateroma -Lesign intemedia LElE s
] | tercera
Lo decada de
Lesion tipo IV Ateroma ] vida
Lesion tipo V' Fibroateroma Clinica
Desde la | silente o
Lesion tipo VI Lesidn complicada -Lesidn avanzada (?L.ISE:EE manifiesta
. " decada de
Lesion tipo VIl Placa calcificada :
vida
Lesion tipo VI Placa fibrosa

Tabla 3. Clasificacion de la lesion aterosclerdtica. Datos adquiridos y
adaptados®” &,

2.5. Fisiopatologia de la aterosclerosis
2.5.1. Formacion de la lesion inicial

El endotelio ademés de su funcion en el intercambio de sustancias desde
la sangre al tejido vascular y el control del tono vascular; presenta
propiedades antiaterogénicas o antitromboticas en condiciones fisiologicas
normales®. Sin embargo, en presencia de factores de riesgo, el endotelio
adquiere una disfuncionalidad que conlleva a un ambiente proaterogénico.
Esta es mediada por la capacidad de sintetizar y liberar 6xido nitrico
(NO).

17



INTRODUCCION

El NO evita la agregacion plaquetaria, adhesion e infiltracion de
leucocitos. Una menor biodisponibilidad de NO estd asociada a la
disminucién de actividad de la NO sintetasa®. Esta disminucién puede
producirse como consecuencia de la exposicion cronica de las células
endoteliales a concentraciones aterogénicas de nLDL* o de la LDL
modificada®. Concentraciones elevadas de LDL conlleva a cambios en la
permeabilidad del endotelio, como consecuencia de la alteracion de las
uniones gap que regulan procesos de vasodilatacién dependientes de NO*
(Figura 9).

HOMEOSTASIS

Plaquetas LDL Monocito
Antitrombaotico Antinfiltrante Antiadhesion
Antinmigracion
QO o £ ..f'd__'::..
)
O g Proliferacion de
&y & Células
T T T endoteliales
NO NO NO I
—

Intima

S
Figura 9. Integridad endotelial. NO: 6xido nitrico, VSMC: Células musculares
lisas vasculares. Imagen adquirida y adaptada®.

Debido a la alteracion en la permeabilidad vascular, hay una acumulacion

subendotelial de LDL asi como un aumento de monocitos y linfocitos T
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que producen lo que se conoce como estria grasa, caracteristica de la

lesion inicial.

La acumulacion de LDL en la pared arterial esta favorecida por su
retencion en el espacio subendotelial especialmente debido a la union a
proteoglucancos®, lo que proporciona cambios estructurales y aumento de
propiedades inflamatorias (aterogénicos). La LDL oxidada (oxLDL)
modula la proteina 1 quimioatrayente de monocitos (MCP-1), que
promueve el reclutamiento del monocito y el factor estimulante de
colonias de macréfago (M-CSF) que favorece la diferenciacion de
monocito a macréfago. Ademas, la LDL modificada promueve el aumento
de la expresion de receptores “scavengers”, que participan en la captacion
de grandes cantidades de lipidos que conlleva la diferenciacion del
macr6fago a célula espumosa®. La presencia de la LDL y las continuas
interacciones entre células endoteliales, monocitos y linfocitos T, liberan
citoquinas y moléculas reguladoras para la progresion de la lesién

aterosclerotica.

2.5.2. Progresion de la lesion

Las VSMC localizadas estan normalmente en la capa media. Durante la
progresion de la lesién su migracion de la capa media a la capa intima se
asocia a cambios en su perfil fenotipico, de forma que las VSMC
adquieren una elevada capacidad de sintesis de colageno, elastina y una
variedad de proteoglucanos componentes de la ECM, que forman una
cubierta fibrosa alrededor del nicleo lipidico®. El aumento de esta
cubierta dard como resultado un estrechamiento progresivo del lumen
vascular. Ademas, las VSMC son capaces de internalizar la LDL,
especialmente en su forma agregada a través del LRP1*. Asi también, el

macrofago capta la agLDL mediante el LRP1*" y LRP5*,
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De esta manera los macrofagos y VSMC contribuyen a la poblacion de
células espumosas. El estrés metabolico generado por el contenido del
colesterol celular no regulado, hace que estas células adquieran fenotipo
patoldgico y sufran necrosis y liberen su contenido lipidico al espacio
extracelular. Los lipidos extracelulares y el debris celular forman el

llamado nucleo necrético®*.

2.5.3. Lesiones avanzadas y complicacion

La continuacion del desarrollo de la placa aterosclerética, es dada por la
pérdida de capacidad de sintetizar colageno por parte de la VSMC y una
mayor degradacion de la ECM por metaloproteasas y cisteina proteasas,
que son la clave en la formacién de una capa fibrosa delgada. Esto
sumado a un elevado contenido lipidico intra y extracelular, produccién
de radicales libres, factores de coagulacion, moléculas vasoactivas y una
mayor apoptosis celular, aumenta la probabilidad de fragilidad vy
susceptibilidad de la lesion de sufrir una rotura®. De hecho, la
vulnerabilidad de la placa se ha asociado a la presencia de moléculas
inflamatorias como la interleucina-1p (IL-1pB), factor de necrosis tumoral-
o (TNFa) y el interferon-y (IFNy)™.

En consecuencia el contenido del nicleo necrético es liberado y expuesto
a la circulacion periférica. El factor tisular es el principal desencadenante
de la formaciéon de la trombina y del coagulo de fibrina. El trombo
formado puede interrumpir el flujo sanguineo local o embolizar y alojarse
distalmente en las arterias®®>. En cambio, las lesiones estables son

caracterizadas por un bajo contenido lipidico y una gruesa capa fibrosa.

Por lo tanto, la LDL desempafia una funcién importante en la

aterogénesis. La LDL induce la alteracion de las propiedades
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antitromboticas y contréctiles del endotelio vascular. Asi como, la
disminucién del NO y la activacion de vias de sefalizacion
proinflamatorias en aquellos componentes celulares derivados de la sangre
periférica, y de los residentes de la pared vascular. La propiedad
aterogénica de la LDL es potenciada por las modificaciones al infiltrarse a
la intima arterial. Esta LDL intravascular facilita la formacién de células
espumosas, incrementando la probabilidad de rotura de la placa

ateromatosa (Figura 10).

Formacion
Factores de ® o @ _ de
coagulacién @ Trombo

°
fLoL e
°
o
o
Monocito Plaquetas P
= o
@ Linfocito T 8
Migracién . 7
Adhesion ¥ %
2y (;
= .=
[e] o I
69 : =
s leeregclacmn

Intima © o

Figura 10. Evolucién esquematica de la lesidn aterosclerética. Los monocitos
migran a la capa intima, se diferencian a macréfago y fagocitan las LDL
modificadas (mLDL), transformarse en célula espumosa. El estrés oxidativo
conlleva a la apoptosis (Apop). VSMC: Células musculares lisas vasculares,
ECM: matriz extracelular. LC: nlcleo lipidico, SC: receptores “scavengers”, CC:
cristales de colesterol. Imagen adquirida y adaptada®.
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3. Inmunidad innata
3.1. Monocito

Los monocitos son originados a partir de un precursor mieloide en la
médula dsea, el cual liberado a la circulacidn sanguinea periférica, circula
aproximadamente durante 3 dias y migra hacia los tejidos>, donde los
monocitos se diferencian en diferentes tipos de macréfagos™.
Inicialmente, los monocitos fueron identificados por su morfologia y por
técnicas citoquimicas (esterasa especifica de monocito). Sin embargo, la
citometria de flujo identifica a este linaje celular por presentar los
antigenos de superficie “cluster” de diferenciacion 14 (CD14) y “cluster”

de diferenciacion 16 (CD16).

3.1.1. Subtipos por expresion de CD14 y CD16
CD14

El CD14 fue el primer marcador identificado para el monocito y
macr6fago®, con una  expresion aproximada de 110,000
moléculas/monocito, lo que ha llevado a su utilizacion en la identificacion
de esta célula®’, y se ha asociado a un amplio rango funciones®® . Sin
embargo, se conoce especialmente por su funcién como receptor del

lipopolisacarido (LPS) de bacterias Gram negativas®®®.

CD14 es una glicoproteina que forma un homodimero con multiples zonas
ricas en leucina y unida a la membrana celular por un anclaje de
glicosilfosfatidilinositol (GPI), que al no ser transmembrana no puede
transferir sefiales por si mismo®®. Por lo cual, el CD14 se asocia con

otros correceptores como es el caso del receptor tipo “toll” 4 (TLR4),
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induciendo como consecuencia la sintesis y liberacién de moléculas

proinflamatorias®”®® (Figura 11).

Unién a ligando Unidén a Iigando
et 2P

Figura 11. Receptor CD14. Se observa 2 sitios de unién a ligando y su anclaje a
la membrana celular por GPI (glicosilfosfatidilinositol). N: extremo N-terminal,
C: extremo C-terminal. Imagen adquirida y adaptada®.

CD16

El CD16 es una glicoproteina que sirve como receptor de baja afinidad
para unir la porcién constante de la 1gG, que confiere a la célula su
capacidad ozonizadora. CD16 es una proteina transmembrana que se
expresa en el monocito, macréfago y células NK. Este receptor consiste
en una subunidad o que se une a la IgG y que se empareja con 2 cadenas y
que contienen un motivo inmunoreceptor de activacion basado en tirosina
(ITAM), con una funcién importante en los procesos de sefalizacion
mediados por el receptor®™. Los efectos funcionales inducidos por el
CD16 incluyen activacion de genes, produccion de citoquinas,
quimioquinas, citotoxicidad mediada por anticuerpo, degranulacién

celular y fagocitosis™ (Figura 12).
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Figura 12. Receptor CD16. Presencia de 2 cadenas a y y. ITAM: motivo
inmunoreceptor de activacién basado en tirosina, S-S: puente disulfuro. Imagen
adquirida y adaptada’.

Segun la capacidad de expresion de CD14 y CD16, los monocitos se
distribuyen en 3 subtipos o subpoblaciones. Los monocitos clasicos que
presentan una alta expresion de CD14 y ausencia del CD16
(CD14™9™CD167), monocitos intermedios con expresion de CD16
(CD14™9"CD16") y los monacitos no clasicos con una baja expresion del
CD14 (CD14“"CD16")"

Aproximadamente el 95% de monocitos humanos circulantes tienen una
ausencia de CD16 en la superficie celular. Estudios con el homélogo del
CD16" humano en el raton, describen la migracion de estas células
relacionadas con la renovacién de macrofagos residentes en tejidos no
inflamatorios’. Esta conducta es llamada de patrullaje, lo cual se arrastra
a lo largo de la superficie vascular. Por el contrario, CD16 tiene un

desplazamiento de rodaje debido a su menor afinidad de adhesion™.
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Los monocitos CD16" se han asociado a un nivel de maduracién mayor
que los monocitos CD16", debido a la similitud de patrones de expresion

de superficie con los macréfagos residentes en tejido”"

, Y una mayor
capacidad de adhesion al endotelio. La actividad fagocitaria también esta
incrementada en monocitos CD16", respecto a aquellos con ausencia de
CD16 en la superficie celular’®.Algunos autores sugieren que los
conocidos CD16" tienen un incremento en la actividad de presentar
antigenos, debido a una alta expresion de HLA-DR®. De hecho, los
macrofagos en estadios tempranos de la lesion ateroscler6tica tiene una

alta expresion de CD16 y una disminucion en la expresion del CD14.

3.1.2. Quimiotaxis, infiltracion vascular

En la aterosclerosis, los monocitos son reclutados en regiones proclives al
desarrollo de la lesidon. Esto sucede por la activacion o disfuncién del
endotelio, como consecuencia de la fuerza hemodindmica en combinacién
con factores de riesgo aterogénicos como la hiperlipemia. Esta activacion
favorece la quimiotaxis, adhesion y migracion de los monocitos

circulantes al espacio intravascular®®".

La expresidon de MCP-1, interleucina-8 (IL-8), integrinas y selectinas en la
superficie de las células endoteliales es aumentada por la LDL. Estas
moléculas estan reguladas por diferentes genes que son orquestados por
NF-kB (factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las
células B activadas)®. La inmovilizacién que ejerce endotelio sobre el
monocito depende de la quimioquina CCL5 (motivo CC ligando 5),
CXCL1 (motivo CXC ligando 1) y de la P-selectina. Para que esta
adhesidn sea firme, la molécula de adhesion celular vascular 1 (VCAM1)
y la molécula de adhesion intercelular 1 (ICAM1) deben expresarse en la

superficie endotelial y unirse con las integrinas VLA4 (antigeno muy
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tardio 4) y LFAL (antigeno 1 asociado a la funcion del linfocito) del
monocito. La migracion del monocito al espacio subendotelial se realiza
mediante la accion de diferentes quimioquinas producidas por los
componentes celulares de la pared vascular, implicados en la

aterosclerosis®?®,

La migracion del monocito estd influenciada no solo por sefiales
guimioatrayentes si no por el control de las sefiales quimiorepulsivas.
Moléculas esenciales para el control de la migracién neuronal han sido
asociadas a la activacién, diferenciacién y regulacion de la adhesion en los

88  De estas moléculas, miembros de la familia netrin,

leucocitos
semaforin 'y efrin son expresados sobre la célula endotelial bajo
condiciones que promueven o protegen de la aterosclerosis®. Netrin-1 y
semaforin3A, se expresan en el endotelio de las arterias coronarias e
inhiben la migracion directa los monocitos humanos causada por las
quimioquinas. Sin embargo, su disponibilidad disminuye por efecto de
factores proaterogénicos. Por el contrario, efrinB2 aumenta su expresion e
incrementa la migracién leucocitaria en ausencia adicional de

quimioquinas®*®’,

Por lo tanto, la hiperlipemia y los mecanismos de interaccion entre
monocito - endotelio conllevan a la regulacion de adhesion y migracion,
como uno de los eventos importantes en el desarrollo de la lesion

aterosclerotica (Figura 13).
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Figura 13. Reclutamiento del monocito. Sema3A: semaforina3A, CCR1:
receptor quimioquina CC tipo 1, CCR2: receptor quimioquina CC tipo 2, CCR5:
receptor quimioquina CC tipo 5, CCL5: quimioquina CC ligando 5, CXCL1:
quimioquina CXC ligando 1, CX3CR1: receptor guimioquina CX3C tipo 1,
PSGL1: glicoproteina p-selectina ligando 1, ICAM1: molécula de adhesion
intercelular 1, VCAML1: molécula de adhesion celular vascular 1, LFAL:
antigeno 1 asociado a la funcién del linfocito y VLAA4: antigeno muy tardio 4.
Imagen adquirida y adaptada®.

3.1.3. Apoptosis celular

El monocito/macr6fago cumple una amplia variedad de funciones que
incluyen la regulacion de la respuesta inmune, fagocitosis, reparacién y
remodelacion de los tejidos®. Sin embargo, estos procesos requieren de la
maduracion y diferenciacion a macrdéfago cuando migran a los tejidos
periféricos, lo que implica cambios quimicos y fenotipicos de la

célula®®®°

, como la disminucion del CD14%. En esta diferenciacion, la
integridad funcional y la capacidad de supervivencia del monocito son
importantes en un ambiente inflamatorio rico en mediadores citotdxicos y
especies reactivas de radicales libres. Numerosos estudios se han centrado
en la apoptosis de monocitos de sangre periférica en cultivos,
suplementados con suero, factores de crecimiento, productos bacterianos o
citoquinas proinflamatorias® *. Hasta ahora, sin embargo, los procesos
apoptéticos inducidos por la LDL en el monocito han sido poco

documentados. Por ello, el interés de investigar el efecto de la LDL
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relacionada con la apoptosis o la supervivencia celular, como factor
aterogénico vinculado a la diferenciacion del monocito a macrofago. La
apoptosis o muerte celular programada es un proceso ordenado en que la

célula se autodestruye ante estimulos intracelulares o extracelulares® .

Via extrinseca

La via extrinseca es mediada por receptores de muerte que incluyen el
receptor de muerte 5 (DR5)%. La activacién del receptor de muerte
permite el reclutamiento de proteinas adaptadoras como FADD (dominio
de muerte asociado a Fas), el cual recluta procaspasa-8 formando el DISC
(complejo de sefializacion inductor de muerte). En las células con alta
densidad de receptores de muerte y/o procaspasa-8, el DISC induce la
activacion de procaspasa-8 a caspasa-8, siendo suficiente para amplificar
la sefial en la activacion de la procaspasa-3 a caspasa-3. Asi, el proceso de
apoptosis es irreversible. La caspasa-3 es responsable de cortar substratos
que acttian sobre el DNA' vy la gelsolina, proteina reguladora de la
actina," que es fragmentada con la consecuente alteracion del

citoesqueleto y de la morfologia celular (ver Figura 14).
Via intrinseca

Si la sefial del receptor de muerte no es suficiente para generar la cascada
de sefializacion de las caspasas, puede ocurrir una activacién de la via
intrinseca. El vinculo entre via la via intrinseca y la extrinseca, esta
mediado por la mitocondria y se produce cuando Bid (dominio de muerte
agonista de interaccion BH3) es cortado por la caspasa-8 para producir
Bid truncado (tBid). La translocacion de tBid a la mitocondria promueve
la liberacién de citocromo C y otros factores apoptéticos al citoplasma por
medio de BAX (proteina X asociada a BCL2) y BAK (proteina asesina
antagonista de BCL2). El citocromo C actlia como cofactor de APAF-1

(factor 1 activador de peptidasa apoptdtica) y recluta procaspasa-9,
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formando el apoptosoma que genera caspasa-9. La caspasa-9 inicia la

activacion irreversible de la caspasa-3'*.

Debido a la importancia de marcadores que permitan determinar si una
célula estd comprometida en ingresar a un proceso apoptotico, varios
autores han investigado la expresion de BAX y BCL2 (proteina 2 de
linfoma de células B), como efectores de mecanismos promotores y
supresores respectivamente de la apoptosis'®™*®. El cociente aumentado
BAX/BCL2 define la mayor sensibilidad del monocito en responder a una
sefial apoptotica en comparacion aquel monocito con un nivel de cociente

menor (ver Figura 14).
Anoikis

Una forma especifica de apoptosis es la anoikis, proceso que se produce
como consecuencia de la pérdida de interaccion célula-célula o célula-
ECM™®. EIl mecanismo de la anoikis no es completamente conocido. Sin
embargo, la permeabilizacién de la membrana externa mitocondrial por
BAX y la activacion de los receptores de muerte con la consecuente
activacion de la caspasa-8, cumplen una funcion importante en este

1071% " La anoikis fue inicialmente estudiada en células

proceso
cancerigenas, debido a que la metastasis es el resultado de la resistencia a
la anoikis cuando las células pierden su localizaciéon. Laguinge y cols,
describieron la participacion de TRAIL (ligando inductor de apoptosis
relacionado con TNF) y los receptores de muerte en este proceso'®. De
hecho, DR5 esta incrementado en un estudio con células neoplésicas,

donde el proceso de anoikis es dependiente de la caspasa-8-°.

El receptor DR5 es una proteina de membrana tipo | que pertenece a la
superfamilia de receptores de TNF. TRAIL, ligando de DRS5, es una
proteina de membrana tipo Il que pertenece a la familia de citoquinas de

TNF. Ademas, su dominio extracelular puede ser proteoliticamente
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cortado de la superficie celular por metaloproteasas, y asi formar una

molécula soluble*,

El DRS5 es expresado en una variedad de células y tejidos**. La activacion
es realizada mediante el homotrimero de TRAIL con 3 receptores DR5,
como sucede en la mayoria de los miembros de la familia TNF'*****, DR5
contiene un dominio de muerte (DD) carboxi-terminal citoplasmético que
posibilita el reclutamiento de proteinas que contengan DD para forman el
115

DISC, que inicia la sefial de activacion de las caspasas
14).

. (ver Figura

Integrinas

La adhesion del monocito al endotelio a través de las integrinas es la
respuesta molecular ante un proceso inflamatorio, y su regulacion es
importante para la migracion a través de la ECM™®. Ademas, la funcion
de la ECM como supresor a la anoikis ha sido bien establecido y en ella

participan varias integrinas involucradas en la supervivencia celular**"**%.

Las integrinas son heterodimeros transmembrana formados por
subunidades off. Existen 18 subunidades o y 8 subunidades  en humanos
asociados no covalentemente para formar 24 combinaciones distintas con
ligandos especificos diferentes. Ademas, algunas subunidades a y [
presentan modificaciones post-transcripcionales o post-traduccionales en
su extremo citoplasmatico, proporcionado a las integrinas una versatilidad
adicional en sus funciones™**?!, De acuerdo a sus principales funciones
se agrupan en integrinas de adhesion célula-célula, vasculares y de célula-
ECM. Aquellas integrinas con subunidad B1 cominmente forman parte de
la mayoria de receptores para los componentes de la ECM™**?°. Algunas
integrinas como a3p1'%, a6Bp1 y a6BP4A son relevantes en la resistencia
a anoikis, en células diferenciadas'®'?*. De hecho, CD49c (la subunidad

a3 de la integrina) se encuentra diferencialmente expresada en macrofagos
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derivados de monocitos humanos'®. La interaccion entre integrinas y la
ECM regula la formacion del citoesqueleto de actina, proceso relevante
para la movilidad de la célula (Figura 14).
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Figura 14. Regulacion de la apoptosis. La vias de activacion estan sefialadas por
los siguientes colores: Rojo: via extrinseca, Verde: via intrinseca, Morado: sefial
relacionada con la adherencia, Azul: molécula antiapoptética. TRAIL: ligando
inductor de apoptosis relacionado con TNF, DR5: receptor de muerte 5, FADD:
dominio de muerte asociado a Fas, DISC: complejo de sefializacion inductor de
muerte, Bid: dominio de muerte agonista de interaccién BH3, tBid: Bid truncado,
BCL2: proteina 2 de linfoma de células B, AKT: llamada protein quinasa B,
BAD: agonista asociado a BCL2 de muerte celular, BAX: proteina X asociada a
BCL2 , BAK: proteina asesina antagonista de BCL2, APAF-1: factor 1 activador

de peptidasa apoptética, dATP: desoxiadenosina trifosfato *°.
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3.2. Macréfago

La diferenciacién de monocito a macrofago en el espacio subendotelial
estd regulada y dirigida por un amplio nimero de sefiales complejas.
Estudios in vitro han tratado de explicar la participacion en el proceso de
factores de crecimiento, factores de diferenciacion e incluso lipoproteinas
con diferentes tipos de modificacion.

3.2.1. Captacion de lipoproteinas

Los macrofagos internalizan las lipoproteinas que contienen apoB a través
del LDLR. Sin embargo, el LDLR muestra una regulacién negativa
durante la diferenciacion a célula espumosa, debido al aumento
intracelular de colesterol. Sugiriendo que las LDL son captadas también
por receptores diferentes al LDLR.

Los Receptores “scavengers” que expresados en los macrofagos, tienen la
capacidad de reconocer y procesar la LDL modificada para promover la
diferenciacion a célula espumosa’®. La regulacion de los “scavengers” no
estd sujeta al contenido de colesterol intracelular, a diferencia del
LDLR"’ (ver Figura 15).

La agLDL promueven la formacion de células espumosas por la

acumulacién masiva de colesterol en el citoplasma'?®

. Algunos autores
sefialan un mecanismo alternativo de internalizacion de agLDL llamado
patocitosis, que consiste en la captacion de grandes cantidades de agLDL

por el macréfago mediante la formacién de vesiculas™®*.

Inicialmente, la formacion de células espumosas por nLDL fue
descartada, debido a que muchos estudios de captacion de nLDL fueron

realizados en concentraciones de saturacion para los receptores. Sin
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embargo, estudios posteriores han descrito que la captacién de nLDL por
pinocitosis a concentraciones de hiperlipemia resulta en la diferenciacion

a células espumosas™®.

En los Ultimos afios, nuestro grupo ha demostrado que las agLDL son

captadas e internalizadas por el LRP5* y LRP1'*

, miembros de la familia
LRP. El LRP1 es expresado en muchos tejidos y de forma abundante en
el higado y cerebro®. EIl aumento de su expresion esté relacionado con
diferentes funciones implicadas en la acumulacion de lipidos

132-134

intracelulares La deficiencia del LRP1 conlleva al aumento de

apoptosis en el macréfagos™® y la migracion de monocitos a las lesiones

ateroscleréticas™® %,

El receptor LRP5 tiene una participacion en diferentes patologias.
Alteraciones en su expresion pueden asociarse a la susceptibilidad de la
resistencia a la insulina, debido a que 2 marcadores asociados con la
diabetes tipo 1 estan localizados en el gen LRP5™"**. |Las mutaciones que
implican una ganancia o pérdida de funciones del LRP5 se han asociado a
enfermedades 6seas™® ™. La relacion entre la funcion del LRP5 y el
metabolismo de los lipidos surgid a partir de identificar su funcién como
receptor de la apoE, apolipoproteina que es importante en la lipoproteinas
como CM, IDL y VLDL'. Modelos animales de hiperlipemia genética,
como el conejo watanave (WHHL), presentan una mayor expresion
hepéatica de LRP5 que los conejos normales, sugiriendo su participacion
en la regulacion del colesterol in vivo'*. Nuestro grupo ha descrito que la
ausencia del receptor Lrp5” se asocia a un aumento en el contenido
lipidico en la pared vascular en ratones. Hay que resaltar que este efecto
es mas evidente cuando los ratones deficientes en Lrp5 reciben una dieta
rica en colesterol, respecto a controles alimentados con una dieta
normocolesterolémica’*?. Estudios in vitro, ponen en evidencia que el

LRP5 es un receptor relevante en la internalizacion de colesterol a partir
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de agLDL en el macréfago humano®. Variaciones genéticas como el
polimorfismo A1330V del LRP5 se ha descrito que conlleva a una pérdida
de su funcién y se asocia a niveles elevados de colesterol****, La
conservacion del LRP5 y LRP6 son 70% idénticamente pardlogos. Sin
embargo, la actividad del extremo citoplasmatico del LRP6 es més fuerte
que el LRP5 para activar la via del Wnt'*. Mutaciones del LRP6 es
asociado a altos niveles de LDL como riesgo metabolico de padecer

enfermedad cardiovascular temprana®.

A otros miembros de la familia LRP se les atribuye también una
importancia clinica. Asi, LRP2 se ha descrito que regula el metabolismo
del HDL™"*°, Mutaciones en LRP8 incrementa el riesgo de infarto al

150,151

miocardio prematuro y el LRP11 como un potencial biomarcador en

la prediccion de la aterosclerosis en un estudio poblacional******,

3.2.2. Metabolismo celular del colesterol
Hidrdlisis y esterificion

Los esteres de colesterol derivados de las lipoproteinas internalizadas son
hidrolizados a nivel de lisosomas por la ACEH (colesteril éster hidrolasa
acida) a colesterol libre (FC) y un &cido graso. El FC es liberado al
citoplasma y es transportado a la membrana celular. La disponibilidad del
FC es regulada para que su concentracién no afecte la permeabilidad y

fluidez de la membrana celular.

El exceso de FC es exportado por la membrana celular (transporte reverso
del colesterol). Cuando el contenido de FC excede al que es exportado, el
FC es enviado al reticulo endoplasmético (ER), donde inhibe la
sefializacion SBREP-2 (proteina de unién al elemento regulador esterol 2)

a fin de disminuir la sintesis de LDLR y la produccion de colesterol
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endégeno a partir de HMGCR (3-hidroxi-3-metil-glutaril-CoA
reductasa)”™. EI FC es esterificado por ACAT1 (acetil CoA:
acetiltransferasa 1) y sus productos son acumulados en el citoplasma
celular como depdsitos insolubles que favorecen la formacion de células
espumosas™®. Los CE son hidrolizados por NCEH (neutral colesterol éster
hidrolasa) en presencia de algun aceptor extracelular y se obtiene
nuevamente FC, estructura quimica adecuada para la exportacion de
colesterol®. Por lo tanto, el ciclo de esterificacion e hidrélisis resulta el
balance dindamico del transito del colesterol. La carga lipidica observada
en los macréfagos como caracteristica de la aterosclerosis es el resultado
de alteraciones en este mecanismo regulador del contenido de colesterol

(ver Figura 15).

Defecto en el transito del colesterol

El acumulo de CE es bastante inerte, en comparacién al de FC que tiene
un efecto toxico. Un aumento de FC enriquece la membrana del ER
afectando la esterificacion del colesterol por ACATL. El aumento de FC
favorece el aumento del colesterol de la membrana celular potenciando la
activacion de receptores inflamatorios, ubicados en las balsas lipidicas
como los receptores TLR4 y factores de transcripcion como NF-xkB™" %,
De esta forma aunque eflujo del colesterol puede verse comprometido, la
respuesta inflamatoria es amplificada. Una prolongada activacion del
metabolismo del colesterol puede afectar a la viabilidad celular e inducir

apoptosis debido al estrés del ER® (ver Figura 15).

La actividad fagocitaria del macréfago requiere tener una intacta
regulacién entre la esterificacion y el eflujo del colesterol. Esto faculta al
macrofago digerir los lipidos contenidos de las células apoptéticas. Una

desregulacion del metabolismo del colesterol afecta esta digestion, lo cual
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conlleva a una necrosis y liberacion de los componentes intracelulares que

forman parte del ndcleo necrético™®.
Eflujo del colesterol

Varios transportadores facilitan el eflujo de los lipidos en las células
espumosas. Aunque en ellas se ha descrito también una difusion pasiva'®.
Uno de los mecanismos transportadores estd mediado por ABCAl
(transportador dependiente de la unién a ATP subfamilia A miembro 1) y
ABCG1 (transportador dependiente de la unién a ATP subfamilia G

miembro 1).

ABCA1 promueve el transporte de FC a particulas de HDL nacientes. Por
el contrario, ABCG1 transporta el FC a particulas de HDL maduras™®.
Ademas, el FC derivado de la degradacion del CE por la fusion del
autofagosoma y lisosoma, también son exportados via ABCA1'%2. Ambos
transportadores  ABCAl1 y  ABCGI, son incrementados
transcripcionalmente en respuesta a un contenido de FC por el LXR-RXR
(heterodimero receptor X hepatico-receptor X retinoide), que ademas

163

tiene efectos antinflamatorios™ (ver Figura 15).

3.2.3. Activacion de la inmune innata

La inflamacion tiene una funcién esencial en la iniciacion, desarrollo y
desestabilizacion de la placa aterosclerdtica, siendo el macréfago la célula

inflamatoria mas abundante, en la inmunidad innata.

Recientemente, se ha cambiado el paradigma que la inmunidad innata no
presenta caracteristicas de memoria. Debido a que hay evidencias de una
reprogramacion epigenética que altera la expresion génica, ante una

reexposicion'®. Se ha demostrado que la hipercolesterolemia estimula la

36



INTRODUCCION

monocitosis y que este vinculo puede ocurrir ya en la médula dsea, donde
el incremento de colesterol en la membrana de la célula madre
hematopoyética (HSC) conlleva al incremento de receptores de
interleucina-3 (IL-3), interleucina-5 (IL-5) y M-CSF'®,

Estudios realizados por Van Kampen y cols, ratones LdIr” con trasplante
de médula 6sea de ratones alimentados con una dieta rica en colesterol,
mostraron un incremento de células progenitoras mieloides, en
comparacion a aquellos que recibieron el trasplante de médula de ratones
con dieta normal. Los progenitores mieloides mostraron hipometilacion en
las regiones CpG de los genes PU.1 y el factor regulador de interfer6n 8
(IRF8), importantes para la regulacion de la proliferacion de monocitos y
la diferenciacion a macr6fago'®. Ademas, la médula Gsea
hipercolesterolémica promueve el incremento de la expresion de ciclinas y
la pérdida de quiescencia de las células progenitoras hematopoyéticas'®.
Por lo tanto, estos hallazgos ponen de manifiesto una nueva causalidad
entre la hipercolesterolemia, las células progenitoras hematopoyéticas y la

susceptibilidad a la aterosclerosis™’.

La respuesta inflamatoria no solo esté relacionada con desregulacion del
metabolismo del colesterol, sino por los ligandos que se acumulan en el
ateroma. Las células del sistema inmunitario innato detectan las sefiales de
dafio tisular y de inflamacion, conocidos como patrones moleculares
asociados a dafio (DAMP), lo que favorece la secrecion de interleucinas
proaterogénicas que a su vez promueven la inflamacion en la pared
arterial™®. Esto es realizado por un complejo multiproteico denominado
inflamosoma, que involucra la activacion de caspasas inflamatorias, como

la caspasa-1'%.

Los cristales de colesterol (CC) son localizados en los espacios

extracelulares del ateroma. Aunque los CC se han asociado normalmente
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con las lesiones avanzadas, estos sea han identificado también en
macréfagos de lesiones tempranas en modelo animal ApoE” '°. La
internalizacion de CC promueve la desestabilizacion del lisosoma y
liberacion de especies reactivas de oxigeno y/o proteasas al citoplasma
que estimulan una produccion 'y secrecion de IL-1B, via

170171 Ademas, la acumulacion del colesterol intracelular de

inflamasoma
las células espumosas puede convertirse en CC y activar el
inflamasoma'’%. Este evento inflamatorio nos indica que la acumulacion
temprana de colesterol minimamente modificado funciona como una sefial
de activacidn, describiendo una nueva via por la cual el colesterol puede

inducir una respuesta inflamatoria temprana en el proceso de aterogénesis
170,173

La acumulacion de CE en las células espumosas mediada por CD36 y
TLR4-TLR®, activa el NF-xB que conlleva la expresion de quimioguinas
para el reclutamiento de los monocitos'’. Por lo tanto, niveles elevados de
LDL promueven a una respuesta inflamatoria'”®, lo cual soporta la
hipétesis lipido-inflamatoria para el entendimiento del desarrollo de la
lesién aterosclerdtica, en lugar de caracterizar la aterosclerosis como un
proceso lipidico o un proceso inflamatorio de forma independiente!’
(Figura 15). Estudios realizados en esta Tesis ayudan a entender los
procesos moleculares implicados por la internalizacion de agLDL en
macrofagos de pacientes con alto riesgo de desarrollar aterosclerosis

prematura, como es la poblacion con hipercolesterolemia familiar.
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Figura 15. Captacion de lipoproteinas, eflujo del colesterol por el macréfago.
SR-A: receptor “scavenger” clase A, LOX-1: receptor 1 para las LDL oxidadas
homologa a lectina, CD36: “cluster” de diferenciacion 36, SR-B: receptor
“scavenger” clase B, mLDL: LDL modificada, TLR4: receptor tipo “toll” 4,
TLR6: receptor tipo “toll” 6, ABCAL: transportador dependiente de la union a
ATP subfamilia A miembro 1, ABCG1.: transportador dependiente de la union a
ATP subfamilia G miembro 1, NCEH: neutral colesterol éster hidrolasa,
ACAT1:acetil CoA: acetiltransferasa 1, LXR-RXR: heterodimero receptor X
hepatico-receptor X retinoide, NF-xkB: factor nuclear potenciador de las cadenas
ligeras kappade las células B activadas, ER: reticulo endoplasmético, CC:
cristales de colesterol, FC: colesterol libre. Imagen adquirida y adaptada®.

3.2.4. Polarizacién del macro6fago

Como consecuencia del proceso de activacion, los macrofagos son
polarizados en varios fenotipos en las lesiones ateroscleréticas. El
fenotipo M1 secreta citoquinas proinflamatorias y especies de oxigeno

reactivas que conducen a un incremento del estrés en el ateroma'’.
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Promueve la inflamacion de la placa y esta concentrado en zonas lipidicas
de la lesion. Entre las moléculas diferenciales de este fenotipo, M1
expresa menos CD163, hemo oxigenasa 1(HMOX-1)""® y LRP5'® que el
fenotipo M2. Los macréfagos M1 pueden estar asociados a la formacion
del nucleo necrético, debido que es propenso a desarrollar la
diferenciacion a célula espumosa que conlleva a una apoptosis celular y
liberacion de su contenido™®. Por el contrario, el fenotipo M2 se localiza
principalmente en zonas de menor inflamacion. De hecho, las placas de
ateroma que muestran una regresion de la aterosclerosis, inducida por
farmacos hipolipemiantes o por incremento de la HDL en modelos
murinos, promueven un aumento de macréfagos M2'®-%2_ Este fenotipo
es menos susceptible en diferenciarse a células espumosas y presenta un
incremento de la regulacion de genes involucrados en la fagocitosis. Por
ello, tienen una incrementada actividad fagocitaria para el aclaramiento

del debris celular y de células apoptéticas™®.

El fenotipo M4, con transcriptoma distinto a M1 y M2, presenta una
menor expresion de CD163 y de receptores “scavengers” relacionados con
la captacion de LDL modificada'®. En estudios de lesiones caracterizados
por fosfolipidos oxidados en ratones LdIr”, se ha identificado un novel
fenotipo de nominado Mox. Se caracteriza por una alta expresion de
HMOX-1. En experimentos in vitro en macrofagos derivados de médula
Osea expuestos a fosfolipidos oxidados se polarizan en un fenotipo distinto
de M1y M2,

En lesiones aterosclerdtica avanzadas, la hemoglobina derivada de la

hemorragia, polariza el macr6fago a un fenotipo especializado con alta
3186

expresion de CD16 El CD163 es un conocido marcador que

caracteriza el fenotipo M2, esta relacionado con procesos
antiinflamatorios™"'®, Es expresado Gnicamente en el linaje monocito-

189,190

macréfago El receptor CD163 consiste de una corta region
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citoplasmética, un segmento transmembrana y 9 dominios
extracelulares™. Su funcion més conocida es la captacion de
hemoglobina. La hemoglobina se libera en forman de 2 dimeros af, cual
son capturados por la proteina haptoglobina plasmatica formando un
complejo™. Este complejo es internalizado por el CD163 y degradado por
HMOX-1'®, una potente enzima antinflamatoria y antioxidante'®. Los
productos de esta degradacion son metabolitos antiinflamatorios como
interleucina-10 (IL-10)'®, biliverdina'®, monéxido de carbono™®® 'y
hierro libre'®. La ausencia o poca expresion del CD163 en
macrdfagos de lesiones aterosclerdticas hemorragicas humanas es

asociado a un aumento del estrés oxidativo'®.

4. Factores de riesgo de la enfermedad cardiovascular

Son las condiciones que promueven la posibilidad de que un individuo
desarrolle una enfermedad cardiovascular como consecuencia de las
interacciones genéticas o ambientales. Los factores de riesgo se clasifican
en modificables y no modificables (WHO, 2011), siendo la dislipemia el
factor de riesgo relevante en el desarrollo de las enfermedades
cardiovasculares. Ademas, el efecto de los factores de riesgo esta
influenciado por su participacion conjunta, asi como su patogenia

especifica sobre el lecho vascular (Tabla 4).
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Factores de riesgo de Enfermedad cardiovascular

Niveles anormales de lipidos,

B hipercolesterolemia (LDL)
: ., Disfuncion endotelial, inflamacion
Hipertension o
subclinica
Diabetes Predisposicién a la obesidad

Disfuncion endotelial, dislipemia,

Consumo de tabaco ” iy
alteracion en la coagulacién

Dislipemia, inflamacién subclinica,

WIERliEEle e | Blassiele disfuncion endotelial

Aumento de BMI, hipertension,

SELIMETENE dislipemia y CRP

> de 2 bebidas alcohdlicas al dia.
Consumo de alcohol | .. .
Hipertension

Medicacion Terapia hormonal

) Alto consumo de grasas saturadas.
Dieta no saludable g

Dislipemia
Edad Mayores de 55 afios
, Mayormente en hombres que en
Género : .
No mujeres premenopausicas
modificables - ) o ]
Historia familiar Predisposicion genética
Etnia Alto riesgo en africanos y asiaticos

Tabla 4. Clasificacion de los factores de riesgo. BMI: indice de masa corporal,
CRP: proteina C reactiva.

4.1. Dislipemia

La dislipemia se refiere a una concentracion anormal de lipidos en la
sangre. Niveles elevados de LDL conllevan al desarrollo de la
aterosclerosis, mientras que altos niveles de HDL favorecen la reduccion
en el riesgo de padecer alguna enfermedad cardiovascular. Asi, niveles

incrementados de LDL y colesterol total y niveles bajos de HDL
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incrementan el riesgo de aterosclerosis. Por ello, la LDL es considerada

como el objetivo terapéutico para la reduccidon del colesterol plasmatico.

Existen diferentes guias internacionales que describen los niveles 6ptimos
de lipidos en el plasma a fin de controlar el riesgo cardiovascular. Entre
ellas “The National Cholesterol Education Program—Adult Treatment
Panel 111 (NCEP/ATPIII)” es ampliamente utilizada (ver Tabla 5).

Recientemente, la sociedad americana de cardiologia (American College
of Cardiology, ACC) y la AHA (American Heart Association) en
colaboracion con el NHLBI (National Heart, Lung, and Blood Institute)
han disefiado nuevas pautas para la prevencion de enfermedades
cardiovasculares y el manejo del incremento de colesterol plasmatico. Sin
embargo, su diferencia respecto a la anterior guia es la recomendacion de
estatinas mas agresivas, basandose en la implementacion de un nuevo

algoritmo de prediccion de riesgo™®’.

La guia disefiada por la sociedad europea de cardiologia (European
Sociaty of Cardiology, ESC) muestra similitudes y diferencias con las
guias americanas en la clasificacion de los riesgos cardiovasculares y del
apropiado uso de medicamentos. Sin embargo ambas guias, la americana
y la europea estan de acuerdo en la prevencion de la progresion de la
aterosclerosis y la disminucién de la carga de la enfermedad durante el
tiempo de vida. Respecto a los niveles de colesterol, ambas guias apoyan
el objetivo de disminuir los niveles de LDL para los individuos en
situacion de riesgo, por ejemplo aquellos con un alto riesgo de padecer
una enfermedad cardiovascular deberian tener <70mg/dL de LDL o >50%
de reduccion de LDL (recomendacion europea vs recomendacion

americana)'®.
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Parametro Categoria de Objetivo Factor de
lipidico riesgo Optimo riesgo
General <190 mg/dL -
Colesterol total
Alto <175 mg/dL -
Bajo <160 mg/dL <1RF
Moderado <130 mg/dL 2 2RF, FRS < 10%
LDL Moderado alto <130 mg/dL > 2RF, FRS 10-20%
Alto <100 mg/dL 2 2RF, FRS > 20%
Muy alto <70 mg/dL CVD
Bajo <190 mg/dL <1RF
Col N Moderado <160 mg/dL > 2RF, FRS < 10%
(T%e:t;i;’ ne Moderado alto <160 mg/dL > 2RF, FRS 10-20%
Alto <130 mg/dL > 2RF, FRS > 20%
Muy alto <100 mg/dL CVD
Hombre <45 mg/dL -
HDL .
Mujer <55 mg/dL -
Triglicéridos - <150 mg/dL -
Moderado <90 mg/dL DM
ApoB
Alto <80 mg/dL CVD/DM+2 1RF

Tabla 5. Guia de manejo clinico de acuerdo al objetivo 6ptimo de los
parametros lipidicos. Guia del NCEP/ATP IIl 2004. TC: Colesterol total,
ApoB: Apolipoproteina B, CVD: enfermedad cardiovascular, DM: Diabetes
mellitus, RF: Factor de riesgo, FRS: Puntiacion de riesgo Framingham.

4.1.1. Clasificacion
Dislipemia primaria

Este término se refiere a las patologias que son consecuencia de un
incremento de produccion o un defecto en la captacion de LDL y
triglicéridos, como resultado de mutaciones monogénicas o multiples'*®
(ver Tabla 6).

Dislipemia secundaria

Comprende a aquellas dislipemias asociadas a una patologia, al estilo de

vida o efecto de farmacos. Estos incluyen hipotiroidismo, diabetes
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mellitus, sindrome nefrdtico, obesidad, alcoholismo, anabdlicos
esteroideos, estrogenos y consumo de tabaco como algunos ejemplos.

Consecuencia de la mutacién
LDLR

Deleciones grandes y deleciones
en el promotor

Clase Alelo

| Nulo

Defectuoso para La proteina codificada no adopta
el transporte su estructura tridimensional

Defectuoso para Sintesis y ubicacion celular normal,
la unién pero carece de capacidad de union al LDL

Defectuoso para El receptor es incapaz de agruparse
la internalizacién en vesiculas recubiertas de clatrina

Defectuoso para El receptor no es liberado de la LDL en el
el reciclado endosoma

Tabla 6. Clases de dislipemia primaria. Tabla adquirida y adaptada®®®.

4.1.2. Hipercolesterolemia familiar (FH)

La hipercolesterolemia familiar fue descrita hace mas de 125 afios, pero
inicialmente debido a la caracteristica visual de xantomas y xantelasmas
fue considerada como una enfermedad dermatolégica®®. En 1938, Carl
Mauller, reconocio el vinculo entre xantomas de tenddn, los niveles
elevados de colesterol plasmatico y las lesiones en las arterias

coronarias®®.

Posteriormente  Wilkinson y cols, relacionaron las caracteristicas
anteriores con una alta incidencia de aterosclerosis prematura y progresion

a una enfermedad arterial coronaria, cerebral o periférica®®.

La caracteristica hereditaria de esta enfermedad fue establecida por
Khachadurian en 1964 mediante estudios de pedegree en una familia de
libaneses®®, que le llevaron a identificar la hipercolesterolemia familiar

como una enfermedad monogénica autosémica dominante con efecto de
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dosis. La frecuencia de homocigotos FH es 1/500 y de los heterocigotos
1/1,000,000 en poblaciones europeas con baja prevalencia de matrimonios

consaguineos®,

Base genética de la FH

Brown y Goldstein en 1986, identificaron el efecto genético de la FH con
el descubrimiento del LDLR*®*®, Estos investigadores descubrieron que
los fibroblastos de pacientes FH no disminuye la sintesis de colesterol,
cuando son incubadas con suero o LDL. Sin embargo, la sintesis de
colesterol disminuye cuando son expuestos a colesterol puro, lo que lleva
a descubrir que la FH es el resultado de la falta de afinidad del LDLR para
capturar la LDL?®%® Posteriormente, se identificaron multiples
mutaciones del gen LDLR?”, siendo dtiles en la clinica de la FH?® 2%, La
FH comprende 3 grupos de mutaciones, las mutaciones del LDLR (mas de
1700 mutaciones segiin The University College London Database)®,
APOB#? y PCSK9 (proteina convertasa subtilisina/kexina tipo 9)**2 (ver
Figura 16). Debido a la mayor relevancia e impacto de las mutaciones

LDLR con los estudios de FH?*, se describe la siguiente clasificacion:

a) Clase 1: Deleciones que origina codon de parada o deleciones

extensas. El gen presenta un tamafio anormal. Alelo nulo.

b) Clase 2: El gen es traducido y la proteina codificada. Sin embargo, no
adopta la forma tridimensional. El receptor es incapaz de abandonar el
reticulo endoplasmatico o hacerlo de forma lenta. Alelo defectuoso en el

plegamiento.

c) Clase 3: La proteina es transportada a la membrana celular. Sin
embargo, carece de afinidad y capacidad de union a la LDL. Alelo

defectuoso para la union.
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d) Clase 4: El receptor es incapaz de agruparse en vesiculas recubiertas de
clatrina, siendo no metabolizado. Alelo defectuoso para la internalizacion.

e) Clase 5: El receptor no es liberado de la LDL en el endosoma. El
LDLR es degradado disminuyendo su concentracién en la superficie

celular. Alelo defectuoso para el reciclado.

. APOB100
¢ LDL mutado

Figura 16. Mecanismo de las mutaciones en FH. Las mutaciones en LDL,
PCSK9 y apoB100 estan sefialadas de color rojo. Los ndmeros del 1 al 5
corresponden a la clasificacion de mutaciones del LDLR. Las mutaciones en
apoB100 impiden la unién de la LDL al LDLR. Las mutaciones en PCSK9
aumenta la degradacion del LDLR. GA: aparato de Golgi, ER: reticulo
endoplasmatico.
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Intervencion farmacolégica de las dislipemia primaria

a) Estatinas: Las estatinas tienen un efecto antiaterogénico debido a su
capacidad de reducir la sintesis de colesterol®*. Estos compuestos son
inhibidores de la HMGCR, enzima que convierte el mevalonato en
precursor de colesterol. Su mecanismo de accion es la competicion con el
substrato para el sitio activo de la enzima, lo que perjudica su funcion. La
inhibicion del mevalonato por las estatinas conlleva a efectos
independientes de la reduccion del colesterol, llamados efectos
pleiotrdpicos. Estos efectos se observan a nivel de la funcién endotelial,
estabilizacion de la placa de ateroma, propiedades antiinflamatorias,
antioxidantes y reduccion de mediadores de proliferacion celular entre
otros*>?'8, Muchos de estos efectos son atribuidos a la inhibicion de la
prenilacién de proteinas por los intermediarios de la via del mevalonato
(Figura 17).

Acetil-CoA + Acetoacetil-CoA
Estatinas ——— l(—HMGCR
3-Hidroxi-3-metilglutaril-CoA

Mevalonato
Isopentenil-PP
Geranil-PP

Farnesil-PP — Geranilgeranil-PP

| |
| Esculeno | Proteinas |  Proteinas
farnesiladas genarilgenariladas
1 (Ras) (Rac, Rho, Cdc42)
Colesterol Proteccion endotelial

hepatico  Estabilizacion de la placa ateromatosa
Inhibicion de la inflamacion

Efecto Efecto
hipolipemiante pleiotrépico

Figura 17. Efecto de las estatinas. Imagen adquirida y adaptada®®.

48



INTRODUCCION

El tratamiento con estatinas es la eleccion general para reducir los riesgos
de padecer enfermedades cardiovasculares asociadas al metabolismo
defectuoso de los lipidos. Sin embargo, se ha descrito reacciones adversas
del 10 a 20%**, siendo los efectos secundarios mas adversos la toxicidad
hepética y muscular.

A pesar que las estatinas son los farmacos hipolipemiantes de primera
eleccion, su wuso individual no es suficiente para disminuir las
concentraciones de LDL colesterol a niveles recomendados. Asi que, las
estatinas junto con otros agentes reguladores de lipidos pueden reducir los
niveles de colesterol y de otras fracciones lipidicas.

b) Ezetimibe: Es un inhibidor selectivo de la absorcion del colesterol a
nivel intestinal. Actla sobre el transportador de esterol NPC1L1 (proteina
de Niemann-Pick C1L1). Su combinacion con las estatinas resulta
también en la reduccion del colesterol hepatico.

¢) Fibratos: Son sustancias que activan al receptor nuclear denominado
receptor activado proliferador de peroxisomas (PPAR), que aumenta la
sintesis de lipoproteina lipasa que reduce la concentracion de triglicéridos

en sangre. Indicado en las dislipemias mixtas junto a las estatinas.

d) Secuestrantes de acido biliar: Disminuye el colesterol intrahepético y
regula la expresion de LDLR, incrementando la remocién de LDL de la
circulacion periférica. Sin embargo, a largo tiempo su eficacia es

disminuida.

e) Niacina: Aumenta la HDL y ha sido usada tradicionalmente para la

disminucién LDL vy triglicéridos.
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5. RNA no codificante

El término RNA no codificante (ncRNA) es empleado para referirse al
RNA que no traduce una proteina. Sin embargo, no significa que estos
ncRNA no contengan informacion o realicen funciones bioldgicas. Cada
vez hay una mayor evidencia de que la mayoria del genoma de los
mamiferos y otros organismos complejos transcriben ncRNA, cuya
funcion aun no es completamente conocida®®?*'. Por el contrario, los
genes que codifican las proteinas representan Unicamente el 1.5% del
genoma®?. Los ncRNA parecen estar comprometidos con el control de la
regulacién genética, incluyendo la regulacion de la cromatina,
transcripcion, maduracion del mRNA, traduccion del mRNA y estabilidad
de proteinas®®#** (Figura 18).

Tipo de
NcRNA

Funcién/definicion
miRNAs: Regulacién post-transcripcional
piRNAs: Silenciamiento de transposon en linea germinal
endo-siRNAs: Regulacién post-transcripcional
snoRNAs: Modificacién de RNA
snRNAs: Maduracién del pre-mRNA
Genoma humano tRNA: Traduccién
ncRNA mediano

y pequefio
RNA RMRP: Procesamiento de rRNA y mtRNA

H1 RNA: Procesamiento de pre-tRNA

no codificante JEN 7SL RNA: Direccién del transito de proteinas

(ncRNA) . -
TERC: Mantenimiento del extremo telomérico
scaRNAs: Modificacion de RNA
Traduccion de mRNA TRNAs: Traduccion

Y RNA: Replicacion de RNA y maduracion de small RNA

IncRNA: RNA no codificante largo
lincRNA:RNA no codificante intergénico largo
NAT: Transcrito anti-sentido natural

ncRNA largo  eRNA: RNA asociado al potenciador
circRNA: RNA circulantes
gsRNA: RNA asociado al gen en sentido
pRNA: RNA asociado al promotor

Figura 18. Clasificacion del RNA humano. Imagen adquirida y adaptada®.
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5.1. RNA no codificante largo (INCRNA)

El termino IncRNA representa un grupo de ncRNA que tienen con una
estructura semejante al mRNA, pero sin capacidad de codificar
proteinas®®. Su funcién se atribuye a su estructura modular, que les
permiten interaccionar con proteinas, DNA y RNA?®. Recientemente se
ha descrito una asociacion entre IncRNA y miRNA?’ (ver Figura 19).

LncRNA como precursores de miRNAs: Es el caso del miR-675 que
estd contenido en el exén 1 del IncRNA H19, y que funciona como
regulador en la liberaciébn del miRNA y su potente propiedad

antiproliferativa®®°%,

Unidn directa del IncRNA y miRNA: Estudios realizados en proteinas
argonautas para identificar los sitios de union de miRNAs en el genoma
humano, encontraron los genes diana codificantes esperados. Sin
embargo, varios IncRNA fueron dianas de miRNAs, siendo una

caracteristica inexplorada de interaccion entre ambas moléculas®.

Competicion del IncRNA y miRNA por los sitios de unién: Un ejemplo
gue describe esta interaccién esta presente en IncRNA BACE1L y el miR-
485-5p. El incremento de expresién de InNcRNA BACEL bloguea la unién
del miR-485-5p sobre el gen BACEL, resultando en la reduccién de la

represion traduccional por parte del miR-485-5p?**.

LncRNA con funcion de “esponja”: El IncRNA antisentido expresado
PTENpg1, regula la expresion parcial de PTEN a través de su actividad de
captacion o “esponja” de miRNAs. El IncRNA-ROR también une
miRNAs resultando en el incremento de regulacion de los factores de
transcripcion que participan en el mantenimiento y diferenciacion de la

célula madre embrionaria®***,
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LncRNA genera miRNAs Union entre IncRNA y el
% miRNA
A\ LncRNA '

< «
“ < «

miRNA
\\ P “.
'\\\ ‘?/ y
mRNA < 1\
7io
dan a0 002
0.0 04880 ﬁﬂf&? ;
Competitividad entre IncRNA S A LncRNA actua como
y miRNA = “esponja” de miRNAs

Figura 19. Interaccién entre IncRNA y miRNA. Imagen adquirida y
adaptada®’

5.2. MiRNAs

Los miRNAs (microRNASs) son pequefias moléculas ~22 nucle6tidos de
RNA enddgeno no codificante que han sido descubiertos no solo en
organismos multicelulares, sino también de manera diferencial en tejidos

%4 Mediante herramientas computacionales se estima que més de

y células
una tercera parte de los genes en el organismo humano estan regulado por
los miRNAs™. Por lo tanto, su disregulacion se asocia a diversas
enfermedades. Un reto de la investigacion de los miRNAs es la prediccion
de unién a mRNA especificos (gen diana). En las células de mamiferos las
uniones son parcialmente complementarias, un miRNA puede regular
varias dianas genéticas y varios mRNAs pueden ser regulados por un
miRNA. Su mecanismo de control es la inhibicion de la traduccion o el
corte del mRNA con su consecuente degradacion. Segun la base de datos

del miRBase v21 (http://www.mirbase.org/cgi-bin/browse.pl?org=hsa),
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hoy en dia se han descrito 1881 miRNAs precursores (forma inmadura) y
2588 miRNAs maduros (forma activa).

5.2.1. Organizacion genémica del miRNA y biogénesis

Los miRNAs se generan a partir de moléculas de doble cadena con una
estructura a modo de horquilla®*#®. Los genes codificantes de miRNAs
estan localizados en diferentes partes del genoma. El 80% de ellos se
encuentran en regiones intrénicas y el resto se distribuye en zonas

27 Aproximadamente la mitad de los miRNAs

exonicas e intergénicas
conforman familias, ya que comparten una secuencia de nucledtidos

conocida como “seed”?®,

Otros miRNAS estan agrupados como “Clusters” por su localizacion en la
misma regién del genoma®’. Sin embargo, no todos los miembros de la
familia son expresados al mismo nivel, lo que indica una regulacién post-
transcripcional de los miRNAs?**?* (Figura 20). Los miRNAs estan
filogénicamente bien conservados en animales bilaterales, por lo cual

indica una funcién importante en la evolucion animal®?.
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A B

miRNA exénicoen unaUT Familia let-7

cedificante o no cedificante hsa-let-7Ta:  5' UGAGGUAGUAGGUUGUAUAGUU  3'
hsalet-Th: 57 UGAGGUAGUAGGUUGUGUGGUU  3°
hsa-let-7Te:  5° UGAGGUAGUAGGUUGUAUGGUU  3°
"l _— ¥, hsa-let-7d:  5° AGAGGUAGUAGGUUGCAUAGUU  3°
° - hsa-let-Te: 57 UGAGGUAGGAGGUUGUAUAGUU 3°
hsa-let-7f: 5" UGAGGUAGUAGAUUGUAUAGUU 3°
miRNAs intrénicos en una UT hsaslet-7g: 5" UGAGGUAGUAGUUUGUACAGUU 3°
codificante o no codificante hsa-let-Ti:  5° UGAGGUAGUAGUUUGUGCUGUU  3°
hsa-miR-98: §° UGAGGUAGUAAGUUGUAUUGUU 3°
AR
- - —r ~ Secuencia
— — — — Iiseed!!
Cromosoma X: “Cluster” mir-17-92
17 18a 18a 20a 19b1  92a-1
Cromosoma 13: “Cluster” mir-106a-363 [] Familia miR-17
] J ] | | | [C] Familia miR-18
106a 180 200 19b-2  92a-2 363 D Familia miR-19

[[] Familia miR-92

Cromosoma 7: “Cluster” mir-106b-25

3 ] |

106b 93 26
—1 - (—

Figura 20. Regiones y tipo de agrupacion de los miRNAs. (A) Localizacion de
los miRNAs, (B) MiRNAs en familia por la secuencia “seed”. (C) MiRNAS en
“cluster” con diferentes familias. UT: unidad transcripcional. Imagen adquirida y
adaptada®®2*.

Biogénesis

La mayoria de los genes de miRNAs estan transcritos por la RNA
polimerasa Il. Estos transcritos (pri-miR) son similares a los RNA
codificantes de proteinas (MRNA). Es decir, presentan un extremo 3’

poliadenilado y un capuchén en el extremo 5° de 7-metil guanilato®®,
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teniendo varias Kb de longitud®. Contienen regiones estandares
conocidas como tallo, bucle y region ssRNA (RNA de cadena sencilla),
que conforman la estructura en horquilla. La region ssRNA vy del tallo son
reconocidas por DGCRS8 por sus dominios de union. Después de la union
del miRNA y DGCRS8, se produce un corte catalizado por Drosha
(actividad ribonucleasa I1l, RNAsa)*®. DGCR8 y Drosha forman el
complejo microprocesador, que se encuentra en el nacleo. Otra enzima
gue participa en la maduracion del miRNA por corte es Dicer (Figura
21).

Tallo Bucle
A 1
r \r 1
Region ssRNA miRNA maduro
r A I | . 1
Secuencia
“Seed!!
5 U U A cc ™ eacu
""" CCCAGGG CUGG GCGG GAGGGC ACAGUG u
'5;'GGGUCCC GACU CGCC CuCCCG UGUCGC G
Ac - A UA ﬁ‘-‘- AGUG
Sitio de corte Sitio de corte
Drosha Dicer
L J
T
pre-miR
L ]
T
pri-miR

Figura 21. Regiones de la estructura secundaria del pri-miR. Imagen
229

adquirida y adaptada“.

Después de la accion del complejo microprocesador al pri-miR; se genera
una horquilla de 60 - 70 nucleétidos llamado pre-miR. Esta estructura
posee 2 nucledtidos colgantes en el extremo 3’ y un grupo fosfato en el

extremo 5’°, siendo caracteristico de los RNA procesados por RNAsas. El
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pre-miR es exportado del nucleo al citoplasma por la Exp5 (Exportina-
5)?%. En el citoplasma, a través de un proceso mediado por GTP/GDP, el
pre-miR es liberado de la Exp5 y es reconocido por Dicer (actividad
ribonucleasa 111, RNAsa), mediante su extremo 3’ y corta las secuencias
de nucleotidos cerca del bucle. Este corte elimina la horquilla del miRNA

y genera una molécula diplex de ~22 nt*.

La proteina de la familia Argonauta (Ago) que forma parte del RISC
(complejo de silenciamiento inducido por RNA) se une a una cadena del
duplex, lo cual es el miRNA maduro (cadena guia), y la otra cadena
(cadena pasajera 0 miRNA*) es degrada. La eleccidn de la cadena se debe
a la estabilidad termodinamica relativa, aunque esto no se cumple para
todos los miRNAs. Es decir, aguella cadena relativamente inestable en el

236,248

extremo 5°, normalmente es la que se mantiene (ver Figura 22).

La biogénesis de los miRNAs también estd sujeta a procesos de

regulacién, pudiendo ocurrir en 3 niveles:

En la transcripcion.- Factores de transcripcion como Sox2 y Nanog
regulan los promotores de los genes mMiRNAs, siendo estos
preferentemente expresados en células embrionarias®®. El p53 activa la
familia miR-34 que induce la detencion del ciclo celular durante el estrés

celular 2.

Por modificacion molecular.- Las proteinas ADAR desaminan la
adenina y la transforman en inosina. De hecho, la modificacién del pri-
miR-142 puede interferir con la actividad de Drosha-DGCRS8 para la

expresion de sus formas maduras®".

En el procesamiento de Drosha - Dicer.- Un ejemplo es el 1in-28 y let-7.

Donde la union de lin-28 al bucle del pri-miR-let-7 impide su

252

procesamiento por Drosha?, asi como por Dicer®®,
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miRNA endo-siRNA piRNA
Canodnica  No candnica Repeticiones invertidas Transposon  piRNA “cluster”
F: "—nun— ] ;% *’ “HEHHHE —HiHHHH- =0~
Transcripcion Procesamiento
de transcripcion ~ Cis  Trans Transposon
&
pri-miRNA Lazo Transcripcion Transcripcion
YD B
precursor endo-siRNA precursor piRNA
(3
i)
| = < ' = A
Exportacion nuclear Exportacion nuclear Exportacion nuclear
g - pre-miRNA 1
Dicer L Dicer = e
Proceso Proceso
l l primario secundario
T jEHH AL MiLI
miRNA maduro endo-siRNA piRNA maduro MW
maduro o
\ \ / Ciclo
S / _*%__ Ping pong
Ago 1-4 \_ /(umﬂ- /)\__) Ago 2 [CARR
l RISC l Complejlo piRNA
S ion trad . I Corte Regulacion post-transcripcional
pplesion:traducciona endonucleolitico de los tranposones

Figura 22. Biogénesis de los miRNAs vs otros RNAs pequefios. Imagen
248

adquirida y adaptada“™.

5.2.2. Mecanismo de regulacion

EL mecanismo de regulacién, tras la union del miRNA con su mRNA
especifico, causa la represion de la traduccion o la degradacién del
gen®*?5 (ver Figura 23). Sin embargo, la represion de la traduccion

depende de varios factores como los siguientes:

Grado de complementariedad.- Si la complementariedad entre miRNA
y mMRNA es alta, el mRNA es cortado y degradado. Si la
complementariedad no es suficiente para inducir la degradacion del gen,

se produce una represion de la traduccion proteica.

57



INTRODUCCION

Tipo de proteina Ago.- Las proteinas miembros de la familia Ago estan
asociadas a los miRNAs mediante RISC. ElI Ago2, se cree que es el
responsable de la actividad de corte del mRNA. En cambio, los otros

miembros se relacionan con una funcién predominantemente represora®®.

Numero de posibilidades de unién al target gene.- EIl mRNA diana
puede contener varios sitios de union para el mismo o diferentes miRNAs.

Esto implica que mdltiples sitios de unién trabajan independientemente®’.

Lugar de unién del miRNA.- Un amplio nimero de evidencias indican
que el miRNA se une a la region 3’UTR del mRNA. Sin embargo,
recientemente se ha identificado diferentes sitios de unién, tanto en la

259

region 5’UTR®®, como en la region codificante®™® o en la region

promotora de los genes®.

miRNA maduro

H

3 5

Unién al complejo‘ l

RISC r@
VAN
g, i

Complementariedad Complementariedad

perfecta imperfecta
Degradacion Inhibicién
del mRNA de la traduccién
Secuencia
“seed!!
miRNA ¥

mRNA

Elemento de reconocimiento
para el miRNA (MRE)

Figura 23. Regulacion de los microRNAs. Imagen adquirida y adaptada®”.
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5.2.3. MiRNAs en la patologia vascular

El entendimiento de las vias moleculares en los Gltimos afos, ha
demostrado que el emergente campo de los mMiRNAS es importante en la
regulacion de los procesos patofisioldgicos involucrados en la

261-263

aterosclerosis (Tabla 7). Sin embargo, su potencial uso en el

diagndstico, pronostico o respuesta en la terapéutica cardiovascular ain

esta en discusion®,

Muestra o Tipo celular/proceso

Expresion alterada del miRNA

Plasma/suero Enfermedad cardiovascular

Monocito Diferenciacién a macréfago

Activacion
Inflamacion

Ingesta de lipidos
Cambio de fenotipo
Proaterogénico

Macréfago

Formacién de célula espumosa

Apoptosis

Linfocito T Diferenciacion

Adhesion

) Migracion
Célula

endotelial »
Inflamacion

Proaterogénico
Proliferacion
Célula

muscular lisa  Cambio de fenotipo

Proaterogénico

Plaquetas Enfermedad cardiovascular

miR-126/-133a/-145/-155/-17/-208a/-92a
miR-9/-17/-20a/-106a/-146a/-155/-222/-424/
-503/-106/-21

miR-146a/-146b/-147/-155
miR-342-5p/-9/-147

miR-155

miR-33/-155/-223/-27a

miR-125a-5p/-150

miR-33/-125a/-146a/-155

miR-15a/-16/-155
miR-125b/-146a/-150/-155/-17~92 "“cluster"/
-182/-29/-326
miR-126/-27/-10a/-17-3p/-21/-155/-181b/
-221/-222
miR-21/-150/-155/-200a/-218/-320
miR-10/-125a/-125b-5p/-126-5p/-132/-155/
-663/-17-3p/-31/-92a/-221-/-222/-712/-181b/
-143/-145

miR-21/-217/-365/-200/-210

miR-21/-130a/-146a/-221/-222/-26/-133/-143/
-145/-208/-let-7d/-let-7g/-132/-126

let-7d/-1/-100/-10a/133/-143/-145/-146a/-155/
-204/-208/-21/-221/-24/-26a/-31

miR-26a/-29/-24-/208
miR-340*/-624*

Tabla 7. MiRNAs relacionados con la aterosclerosis. Tabla adquirida y

adaptada®® %%,
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6. Aspectos pendientes de resolver

Las enfermedades cardiovasculares son la primera causa de muerte a nivel
mundial con un impacto negativo, tanto en salud como a nivel socio-
econdémico. La aterosclerosis, enfermedad crénica lipido-inflamatoria,
conlleva al desarrollo de enfermedades cardiovasculares que se presentan
en forma prematura en sujetos con hipercolesterolemia familiar (FH). Esta
enfermedad genética se caracteriza por altas concentraciones de
colesterol, principalmente por LDL que junto a otros factores de riesgo
conllevan a una activacién del monocito, modificando su fenotipo y
potenciando su actividad inflamatoria y proaterogénica. Los monocitos y
macrofagos son componentes celulares relevantes en el sistema de
inmunidad innata y juegan una funcién preponderante en el inicio,
progresion y complicacion de las lesiones. A pesar de los avances en el
conocimiento de la fisiopatologia de la aterosclerosis, existen muchos
aspectos en la interaccién lipido-inmunidad innata-inflamacion que

guedan sin resolver.

La LDL infiltrada en la pared vascular sufre modificaciones que aumentan
su aterogenicidad, son captadas por los macréfagos y potencian la
respuesta inflamatoria de éstos. Estudios previos de nuestro grupo
demuestran la importancia de los receptores LRP, especificamente LRP1
y LRP5, en la internalizacion de lipidos por células musculares lisas y
macrdfagos residentes en la intima arterial y su transformacion en células
espumosas, caracteristicas de las lesiones ateroscleréticas humanas. Hasta
el momento se desconoce, sin embargo, el papel de los receptores LRP
en relacion al fenotipo y capacidad de internalizar lipidos en macr6fagos

de pacientes FH, con una funcion disminuida del receptor LDLR.

Estudios recientes sugieren que el sistema de inmunidad innata, de forma

similar a la inmunidad adquirida, es capaz de desarrollar una memoria a
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largo plazo. En este sentido se ha propuesto que estimulos
proaterogénicos como hipercolesterolemia podrian inducir sefiales en las
células de inmunidad innata como es el caso de monocitos y macréfagos
gue se mantendrian tras revertirse el estimulo aterogénico que las origino.
Nuestro grupo ha descrito recientemente que los pacientes FH, aun
estando en tratamiento hipolipemiante, presentan niveles de
microparticulas circulantes derivadas de la fraccion monocitaria, con
marcadores de activacion celular. Queda, sin embargo, por responder si
macrofagos derivados de estas células, en condiciones in vitro, en
ausencia del estimulo hipercolesterolémico mantienen el perfil
inflamatorio y si este depende del tiempo de exposicion a condiciones

patoldgicas.

61






Il. HIPOTESIS Y OBJETIVOS






HIPOTESIS Y OBJETIVOS

El estado de inflamacion persistente presente en las lesiones
arterioscleréticas viene condicionado por el acimulo de LDL en el
espacio subendotelial y su posterior modificacion. La infiltracion de
monocitos en la intima arterial y su diferenciacion a macrdfago es a su
vez dependiente de los niveles de LDL. Por su parte, el macréfago es el
componente del sistema de inmunidad innata més relevante en la placa
aterosclerotica, habiéndose asociado su fenotipo y funcion al contenido
lipidico de la misma.

La hipercolesterolemia familiar, se caracteriza por niveles elevados de
LDL consecuencia de una disfuncién del receptor LDLR 'y esta asociada
al desarrollo prematuro de la aterosclerosis y un riesgo elevado de
patologia cardiovascular. LRP1 y LRP5, miembros de la familia de
receptores LDL, estdn ampliamente presentes en lesiones ateroscleroticas
y contribuyen a la internalizacion de lipidos por el macréfago y su
transformacién en célula espumosa. Evidencias recientes sugieren que la
interaccion lipido-inflamacion puede ser un factor determinante en el

desarrollo de lesiones ateroscleréticas tempranas en pacientes FH.

La hipotesis de esta tesis se basa en 3 aspectos complementarios: (1) las
LDL afectan el fenotipo del monocito y su interaccion con el entorno
extracelular condicionando con ello su capacidad de diferenciacion a
macrofago. (2) Los receptores LRP1 y LRP5 participan en la
internalizacion de lipidos en macr6fagos FH y contribuyen al fenotipo
inflamatorio de estas células. (3) Los macrofagos en pacientes FH
desarrollan una respuesta inflamatoria mantenida en el tiempo que

favorece el desarrollo de lesiones ateroscleréticas
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En base a esta hipétesis nos planteamos los siguientes objetivos:

66

Investigar el efecto de niveles patoldgicos de LDL sobre el fenotipo y
capacidad de diferenciacion del monocito, determinando la

implicacion de anoikis y su via de sefializacién en este proceso.

Analizar el perfil de expresion de proteinas relacionadas al receptor
de LDL (LRPs) en leucocitos circulantes y macréfagos derivados de

monocitos en pacientes FH, en relacion con su fenotipo y funcion.

Caracterizar el perfil de expresion diferencial de genes inflamatorios
y su regulacion postranscripcional mediada por miRNAs en
macrofagos de pacientes FH, determinando su relacion con el tiempo
de exposicion a hipercolesterolemia como factores de riesgo

aterogénico
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MATERIALES Y METODOS

1. Disefio experimental

El trabajo de investigacion de la presente tesis refiere a componentes
celulares de la inmunidad innata, principalmente monocito y macrofago,
efectuado en sujetos sanos y sujetos con diagndstico genético de

hipercolesterolemia familiar.

Los estudios se han realizado en la fraccion de células sanguineas
circulantes (PBL), asi como en monocitos tras su aislamiento y en
macrofagos derivados de los monocitos de la sangre, como se muestra en
la Figura 24. Ademas, como prueba de concepto se ha utilizado un
modelo hipercolesterolémico en ratén con genotipo normal y deficiente en
Lrp5.

Estudio Estudio
SAFEHEART SAFEHEART
Capa Capa
Leucocitaria Leucocitaria
| |
Leucocitos ----- — Monocito ==---- ——— Macrofago <«
(PBL)
Articulo Articulo Articulo Articulo
2 1 2 3
T 1 | |

mRNA  In silico mRNA miRNAs Proteina mRNA miRNAs mRNA In silico

I L | R
PCR

PCR PCR Western blot PCR
Citometria
Regulacion de Regulacion de

receptores de Diferenciacidn Anoikis receptores de Regulacion
LDL celular LDL inflamatoria

Figura 24. Esquema del disefio experimental en humanos. LDL: Lipoproteina
de baja densidad, PCR: reaccion en cadena polimerasa. Las células de la capa
leucocitaria fueron procedentes de donantes sanos del Banco de sangre y tejidos
de Barcelona.
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2. Poblacion de estudio

La poblaciéon de estudio incluye: a) Sujetos con diagndstico de FH,
heterocigotos para las mutaciones del gen LDLR (grupo FH), sin
mutacion en genes APOB o PCSK9. b) Sujetos sin mutacion para el gen

LDLR con o sin hipercolesterolemia secundaria (grupo control).

Pacientes FH y controles refieren a un subgrupo (N=205) de la Cohorte
Espafiola de hipercolesterolemia familiar, SAFEHEART (SpAnish
Familial hypErcHolEsterolaemia cohoRt STudy).

SAFEHEART es un estudio abierto de cohorte prospectivo y
multicéntrico, donde el diagnostico de la FH estd molecularmente bien
definido por las mutaciones en LDLR?®. Las caracteristicas de la cohorte
y de las variables antropométricas, bioguimicas y clinicas fueron

ampliamente documentadas en el momento de la inclusion®®.

El estudio SAFEHEART estd aprobado por el Comité de Etica de
Investigacion Clinica de la Fundacion Jiménez Diaz (CEIC-FID)
[protocol’s number: 01/09], y realizado siguiendo las préacticas clinicas
definidas por la Declaracion de Helsinki para estudios que emplean
humanos. Previamente a la inclusién, todos los participantes han firmado
el consentimiento tras ser informados en detalle sobre los objetivos y

procedimientos del estudio.

El trabajo de investigacion se ha dividido en 3 subestudios con objetivos
complementarios 'y que refieren a 3 subgrupos poblacionales
independientes de la cohorte SAFEHEART.

Los subestudios 1 y 2: Realizado con el fin de determinar el perfil de
expresion de receptores lipidicos en la fraccion PBL en pacientes con

hipercolesterolemia familiar, en comparacién con sujetos que no
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presentan mutaciones en el LDLR, aparentemente sanos o con individuos
con hipercolesterolemia secundaria (Articulo 2).

El subestudio 3: Se ha tenido como objetivo definir el perfil de expresion
de los receptores lipidicos, asi como el patron diferencial de miRNAs y
potenciales genes diana, identificado por analisis in silico en macr6fagos
derivados de monocitos en individuos de la cohorte SAFEHEART,
comparando sujetos con y sin hipercolesterolemia familiar (Articulo 2 y
3).

De todos los sujetos del estudio se dispuso de informacion sobre las
variables antropométricas y clinicas recogidas en el momento de inclusion
a través de formularios estandares y una visita personal con investigadores
clinicos especialistas, que participan en el estudio SAFEHEART. Las
variables bioguimicas se determinaron en suero en el laboratorio de

analisis de referencia®®®%’

, a partir de sangre colectada en el momento de
la inclusion. Los grupos de comparacion incluidos en esta tesis se resumen

en la Figura 25.
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Hipercolesterolemia familiar
Cohorte SAFEHEART

(N=205)

PBL
(N=123)

Subestudio1

Subestudio2

/Sujetos

Sanos

Mut (-)
LLT(-)
(N=20)

(Control-LLT)

FH\

Mutacién LDLR
(FH-LLT)

|_I_|

Mut(+) Mut(+)
LLT(-) LLT(+)
(N=20)  (N=20)

| N | E—

Estudio del transcriptoma

\

/HC FH\

Secundaric Mutacion LDLR

{sc-HC) {(FH-AT)
Mut () Mut (+)
LLT(+) LLT(+)
(N=26) (N=3T)

Estudio del transcriptoma

\ Receptores LDL /

\

\ Receptores LDL /

Figura 25. Disefio de los subestudios de poblacion SAFEHEART. FH:
hipercolesterolemia familiar, sc-HC: hipercolesterolemia secundaria; Mut (+):
con mutacién en LDLR, Mut (-): sin mutacién en LDLR; LLT (+): con

PBL
(N=82)
Macrofago
(N=82)

Subestudio 3

/Sujetus FH \
Sanos

Mutacién LDLR
(Control) (FH)
Mut (-) Mut (+)
LLT(-) LLT(#)
(N=20) (N=62)

Estudio del transcriptoma

Receptores LDL
Receptores scavengers
CD163

Genes infamatorios
\ miRNAs

J

tratamiento hipolipemiante; LLT (-): sin tratamiento hipolipemiante.

Subestudio 1: La fraccion de PBL obtenida de pacientes FH con o sin

tratamiento hipolipemiante (LLT) (grupo FH-LLT® o grupo FH-LLT,

N=20 cada grupo). Se caracteriza con valores de LDL entre 180-
300mg/dL. El grupo control esta formado por sujetos sanos no tratados

con LLT (grupo control-LLT", N=20), que presentaron niveles de LDL de

80 a 110 mg/dL (Articulo2).
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Subestudio 2: PBL de pacientes FH con aterosclerosis subclinica
confirmada por resonancia magnética®® (FH-AT, N=37) y de un grupo
control con hipercolesterolemia secundaria (sc-HC, N=26) (Articulo2).

Subestudio 3: Pacientes FH tratados con tratamiento hipolipemiante
(LLT) (grupo FH, N=62), de los cuales el 100% presentaban niveles de
LDL en el rango patolégico a pesar del tratamiento (120-300mg/dL). EL
grupo FH se dividié en 2 subgrupos de acuerdo a la severidad de la
mutacion del LDLR (N=40, FH no null; N=22, FH null), como control se
utiliz6 un grupo de sujetos de la cohorte SAFEHEART con valores de
LDL entre 97 a 145mg/dL (N=20, de los cuales 9 se encontraban en LLT)
(Articulo2y 3).

Las principales caracteristicas clinicas de los individuos controles y FH

incluidos en los 3 subestudios, se presentan en la Tabla 8.

Sub-1 Sub-2 Sub-3
Control-LLT sc-HC Control
Control N=20 N=26 N=20
Edad (afios, media + SEM) SEE 56+ 3 473
Hombre/Mujer, N 10/10 10/16 11/9
Indice de masa corporal (Ka/m>. media + SEM 23309 28213 25611
Cociente cintura-altura (media + SEM) 05+03 057102 0.53+0.02
Factores de riesgo, N (%)
Diabetes mellitus 0 (0%) 2 (8%) 0 (0%)
Hipertensién 0 (0%) 5(19%) 1 (5%)
Obesidad (BMI=30) 1(5%) 10 (38%) 4 (20%)
Consumo de tabaco, N (%) 5(25%) 7 (27%) 8 (40%)
Tratamiento hipolipemiante, N (%)
Estatinas 0 (0%) 26 (100%) 9 (45%)
Ezetimibe 0 (0%) 2 (8%) 0 (0%)
Periodo con estatinas (afios, media + SEM) 0 (0%) 1241 341
Datos clinicos (media £ SEM)
Colesterol total (mg/dL) 167.9+42 2125+75 1883146
LDL-colesteral (mg/dL}) 927+34 136.2+68 1176+4
HDL-colesterol (mg/dL) 60.1+4.3 564+28 472126
Mo HDL-colesterol (mg/dL) 1078133 156+ 7.2 141114
Cociente TC/HDL-colesterol 28+ 01 39+02 42+02
Triglicéridos (mg/dL) 75.1+81 992+985 13591236
Proteina C reactiva (mg/dL) 1.7+04 31+09 21+04
Glucosa (mg/dL) 824+ 24 923+38 B02x24
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FH-LLT+ FH-LLT- FH-AT

Hipercolesterolemia familiar

N=20 N=20 N=37
Edad (afios, media £ SEM) T2 34 £1 44 %2 462
Hombre/Mujer, N 10/10 1010 19/18 31431
Indice de masa corporal (Ka/m?®. media+ SEM 24.7+11 246+09 26+0.7 26907
Cociente cintura-altura (media + SEM) 048+02 047+01 050+001 056+0.01
Factores de riesgo, N (%)
Diabetes mellitus 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 3 (4.8%)
Hipertension 0 (0%) 0 (0%) 4(11%) 6(9.7%)
Obesidad (BMI>30) 3(30%)  2(10%)  3(8%) 13 (21%)
Consumeo de tabaco, N (%) 9 (45%) 9 (45%) 13 (35%) 19 (30.6%)
Tratamiento hipolipemiante, N (%)
Estatinas 20 (100%) 0 (0%) 37 (100%) 62 (100%)
Ezetimibe 0 (0%) 0 (0%) 13 (35%) 2 (1.2%)
Periodo con estatinas (afios, media + SEM) 15+1 0 11+1 15+1
Datos clinicos (media £ SEM)
Colesteral total (mg/dL) 2969+75 3029+64 2329+126 2436174
LDL-colesterol (mg/dL) 2227+6 2313+69 1601+ 107 176.7+ 6.8
HDL-colesterol (mg/dL) 559+34 536124 49621 49+13
Mo HDL-colesterol (mg/dL) 2409+71 2493+64 182+122 195174
Caciente TC/HDL-colesterol 56+03 59+03 4903 52+02
Triglicéridos (mg/dL) 905+101 872+86 30:64 893165
Proteina C reactiva (mg/dL) 28 +09 16 03 29+06 15+02
Glucosa (mg/dL) 779221 79119 874+£32 814x17

Tabla 8. Subestudios de la poblacion SAFEHEART. BMI: indice de masa
corporal, TC: colesterol total, Sub-1: subestudio 1, Sub-2: subestudio 2, Sub-3:
subestudio 3, SEM: error estandar de la media.

2.1. Variables clinicas

La informacion sobre las variables bioquimicas y genéticas de los grupos
de pacientes FH y controles, se extrajo de la base de datos de la cohorte
SAFEHEART. Esta informacién se utiliz6 tanto para la caracterizacion de
los grupos de estudio, como para el andlisis de resultados. En el trabajo de

esta tesis se refiere a los siguientes datos:

a) Analisis bioquimico: Se ha incluido incluye los niveles de colesterol
total (TC), triglicéridos (TG), HDL, LDL (Formula de Friedew&ld*®, LDL
= TC - HDL - TG/5), proteina C reactiva (CRP) y glucosa medidas

mediante métodos estandares de laboratorio.
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b) Analisis genético para el diagnostico de la FH: La informacion sobre
la presencia 0 no de mutaciones y tipo especifico fue obtenida mediante
“microarray” de DNA (LIPOchip, progenika) a partir de muestras
sanguineas tomadas con EDTA”,

La prediccién de las mutaciones del LDLR que conllevan a un dafio en la
integridad de la proteina se denomina nulas (Null). El resto de las

mutaciones fueron agrupadas como No nulas (No null).

2.2. Obtencion de la muestra sanguinea

Las muestras de sangre se extrajeron a través de la vena cubital, sin

torniquete usando una aguja calibre 20G.

a) Para la obtencion de la fraccién de células mononucleares de la
sangre (PBMN): Se utiliz6 el sistema Vacutainer CPT (BD), que
contiene heparina de sodio como anticoagulante y un medio de separacién

celular, compuesto de gel y una solucién de Ficoll-hypaque.

La fraccién de PBMN se obtuvo tras una centrifugacion de 1.500 a 1.800
rpm (15min), tras su obtencion. Seguidamente, la fraccion PBMN se
sembro en placas de cultivo con la finalidad de aislar los monocitos, que

posteriormente se dejaron diferenciar a macréfagos (Articulo 2 y 3).

b) Para la obtencion del RNA de la fraccion PBL: La sangre fue
colectada en tubos PAXgene™ (PreAnalytix, Qiagen/BD). Estos tubos
contienen un aditivo que estabiliza el RNA reduciendo su degradacion y

eliminando la induccién génica (Articulo 2).
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3. Preparacion de Lipoproteinas
3.1. Aislamiento de LDL

Las LDL humanas utilizadas para los experimentos in vitro, se obtuvieron
a partir de una mezcla de plasma de100 muestras de donantes sanos del
Banco de sangre y tejidos de Barcelona. EL método utilizado fue descrito

por Havel y cols®”

, este consiste en ultracentrifugaciones secuenciales
para separar las fracciones de lipoproteinas de acuerdo a su densidad
especifica (LDL: 1,019 — 1,063g/ml), en un gradiente de bromuro de
potasio (KrBr) seguido de didlisis. Una vez preparadas las LDLs se
mantuvieron protegidas de la luz a 4°C hasta su uso dentro de los 7 dias de

su preparacion.

3.2. Cuantificacion y pureza de la LDL

La concentracion de la fraccion LDL aislada se determind a través del
contenido de proteina mediante el método del &cido bicinconinico (BCA
kit, Thermofisher) y la pureza se evalGa por electroforesis en agarosa
(SAS-MX Lipo-kit, Helena Biosciences). La presencia de contaminacién
bacteriana fue excluida por el analisis de endotoxinas (Limulus amebocyte
lysate test, BioWhittaker). Todas las preparaciones de LDL antes y
después del periodo de incubacion fueron analizados para determinar la
potencial presencia de modificaciones oxidativas, mediante la medicién
de sustancias reactivas al acido tiobarbiturico (TBARS), segun el método
descrito por Ohkawa y cols®”. Los resultados fueron comparados a una
curva estandar de calibracién preparada con acido malondealdehido
(MDA). Los niveles de TBARS fueron <2.5nmol MDA/mg LDL proteina.
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El control positivo fue la LDL oxidada por 10mmol/L CuSQ,, teniendo
valores de TBARS >60nmol MDA/mg LDL proteina.

3.3. Obtencion de agLDL

La LDL se agregaron in vitro mecénicamente, mediante la agitacion
intensa en vortex durante 4 min a partir de una muestras delmg/mL en
Solucién tampén salina (PBS), como se ha descrito en nuestro grupo?.
Las formas agregadas y no agregadas de LDL se separaron por
centrifugacién a 10.000g durante 10 min a temperatura ambiente. El
precipitado de la agLDL se resuspendi6 en PBS en la concentracion final
de Img/mL. La agLDL obtenida in vitro mediante este proceso, se han
probado anteriormente que son similares a las obtenidas por efecto de

proteoglucanos®?#? (Figura 26) (Articulo 2y 3).

Figura 26. Microscopia electronica de la LDL. nLDL (LDL nativa) vs agLDL
(LDL agregada). Monoémeros de LDL (1) y las formas agregadas que incluyen las
fusionadas (2) y las propias agregadas (3). Imagen adquirida y adaptada®.

77



MATERIALES Y METODOS

4. Cultivo celulares

4.1. Aislamiento de monocitos humanos y diferenciacion a

macrofago

La fraccion PBMN se obtuvo a partir de capas de leucocitos totales de
muestras provenientes del Banco de sangre y tejidos de Barcelona. El
procedimiento se basa en la centrifugacion en gradiente diferencial de
densidad en Ficoll-hypaque (GE-Healthcare, d=1.078g/ml), segin el

método de Bayum???". La

fraccion de PBMN se separa del resto de
células tras una centrifugacion de centrifugar a 300g durante 60 min sin
freno. Las células mononucleares se obtienen a partir de la banda central
blanca del gradiente. Las células se lavaron exhaustivamente en PBS.
Luego se resuspendieron en medio de cultivo y cuantificaron con el
contador Coulter (Beckman). En cada caso se sembrd suspensiones de
PBMN que contengan 2x10° monocitos, en placas de cultivo (BD) e
incubados a 24 horas a 37°C en atmosfera himeda con 5%CO,. A fin de
obtener las células adheridas que corresponde a la fracciébn monocitica
(Figura 27 A) (Articulo 1, 2y 3). Para la diferenciacion a macrofago, los
monocitos aislados fueron incubados durante 7 dias en medio de
cultivo®®, reemplazando el medio de cultivo cada 48 horas (Figura 27 A)
(Articulo 1, 2y 3).

(A) Monocito (B) Macréfago

Figura 27. Citomorfologia del monocito y macréfago. Imégenes por
microscopia en contraste de fase.
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4.2. Medio de cultivo celular

El medio de cultivo utilizado contiene RPMI-1640 glutamax
suplementado con 100U/mL de penicilina/estreptomicina, 10mM de
tampon hepes, 2mM de L-glutamina (Gibco) y 10% (vol:vol) de suero
humano del grupo sanguineo AB (Lonza). Para la obtencion de células
quiescentes se empled el mismo medio de cultivo, pero con un contenido

de 0.5% de suero humano AB (medio minimo HS).

4.3. Tratamiento con LDL

Para estudiar el efecto de las LDL en las primeras fases de diferenciacion
de monocito a macréfago (MOMAC), las células fueron expuestas a
concentraciones aterogénicas de LDL nativas (nLDL, 1.80mg/mL),
durante periodos de 24 horas (Figura 28). De forma breve, las células se
incubaron 24 horas (2% dia) en medio minimo HS para llevarlos a un
estadio de quiescencia. Tras este periodo, los monocitos fueron incubados
en presencia 0 ausencia de nLDL durante 24 horas (3* dia de
diferenciacion, D3) y 48 horas (4° dia de diferenciacion, D4). Finalmente,
los cultivos celulares fueron lavados con PBS y procesados para los

analisis de mMRNA, miRNAs, proteinas y tincion de lipidos (Articulo 1).

D3-MOMAC D4-MOMAC

Siembra 24h 48h 72h 96h
v | ] ] |
| | Quiescencia | | |
PaN PaN
Monocito 1 1

Analisis de mRNA, miRNAs, proteinas
Tincion de lipidos

Figura 28. Esquema del tratamiento con nLDL.
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4.4. Tratamiento con agLDL

Los macrofagos derivados de monocitos humanos, tras 7 dias de
diferenciacion en cultivo, fueron incubados con medio minimo HS por 24
horas para obtener células quiescentes y otras 24 horas en presencia o
ausencia de agLDL (100ug/mL)*"*¢. Tras este periodo las células fueron
procesadas para el analisis de mRNA, miRNAs y tincion de lipidos
(Figura 29) (Articulo 2 y 3).

Siembra 24h 7 dias 8 dias 9 dias
Y|l ______ ] l ]
:l ________ | Quiescencia | |

PaN PaN A 1
Monocito Macréfago

Analisis de mRNA, miRNAs
Tincion de lipidos

Figura 29. Esquema del tratamiento con agLDL.

4.5. Respuesta inflamatoria

Monocitos y macréfagos después de 24 horas y 7 dias fueron tratados con
lipopolisacarido bacteriano (LPS, 1ug/mL) durante 24 horas,
respectivamente. El procedimiento fue el mismo que el utilizado para la
nLDL y la agLDL (ver apartado 4.3 y 4.4). Los monocitos estimulados
con LPS fueron utilizados como control de funcionalidad después de las
48 horas de incubacion con el medio minimo HS (Articulo 1). Los
macrofagos fueron estimulados por 24 horas para la identificacion de

miRNAs inflamatorios (Articulo 3).
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4.6. Analisis funcional

Los macrdfagos derivados de monocitos humanos fueron las células

empleadas en este andlisis.

a) Incremento de expresiobn del miRNA: Las células fueron
transfectadas con agomiR-505-3p (MSY0002876, Qiagen) o control
negativo agomiR (agomiR-NC; 1027280, Qiagen). NC es quimicamente
sintetizado como el agomiR y no presenta homologia con algun gen

conocido de mamifero.

Los macro6fagos se lavaron con PBS, luego incubados en medio minimo
HS con agomiR-505-3p o NC, cada uno a 15nM y HiPerFect transfection
reagent (Qiagen) por 24 horas, de acuerdo a las instrucciones del
fabricante. Posteriormente, el medio fue removido para seguir el
tratamiento con 100pug/mL de agLDL en medio HS. La transfeccion fue
estable durante 48 horas (Articulo 3).

b) Silenciamiento de expresion génica: En este procedimiento similar al
anterior, los macréfagos fueron transfectados con siRNA-LRP5 (s8293,
Ambion) o control negativo siRNA (4390843, Ambion), cada uno a
100nM, y HiPerFect transfection reagent (Qiagen) por 24 horas. Al
término, el medio fue removido y las células fueron tratadas con agLDL
(Articulo 2).

4.7. Tincion de lipidos

Las inclusiones lipidicas celulares fueron observadas mediante el uso de
una combinacion de colorantes sudanes [0.5% sudan 111 and 0.5% sudan
IV en 70° alcohol-acetona (v/v); Tincion de Herxheimer], que produce una

coloracion progresiva. El procedimiento consiste en fijar las células en la
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placa de cultivo con formaldehido al 4%, lavar con agua destilada,
deshidratar con alcohol de 50° y 70°, tefiir con Herxheimer, hidratar con
alcohol de 70° y 50° y un lavado con agua destilada. Finalmente, la
coloracion rojiza evidencia la presencia de inclusiones lipidicas en las
celulas (Figura 30) (Articulo 1, 2y 3).

Inclusion lipidica Inclusion lipidica

Figura 30. Presencia de lipido intracelular. Cultivo de macrofago derivado de
monocito humano estimulado con agL DL por 24 horas. Observado mediante un
microscopio invertido.

5. Andlisis de RNA
5.1 Extraccién y cuantificacion

La extraccion de RNA total se realizd6 con 3 ensayos comerciales
diferentes dependiendo del tipo de muestras. La extraccién por el método
de mirVana (Ambion), se utiliz6 para la obtencién de mMRNA y miRNAs a
partir de células obtenidas en cultivos. Los tubos PAXgene™
(PreAnalytix, Qiagen/BD) fueron usados para la extraccion de RNA de
leucocitos totales de sangre periférica (PBL). ElI ensayo
NucleoSpin miRNA Plasma (Macherey-Nagel) fue utilizado para la

extraccion de miRNAs de la LDL aislada.
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La determinacion de la concentracion y la pureza del mMRNA se midieron
con un Nanodrop ND-1000 Spectrophotometer (Thermo Scientific),
considerando una pureza para el valor del cociente 260/280 entre 1.8 y 2.
La integridad de la extraccion del RNA total, se determind mediante la
amplificacion de ITGAM (Hs00355885_m1).

5.2 PCR a tiempo real

Se utiliz6 la PCR en tiempo real en lugar de la PCR convencional para los
andlisis de expresion de genes y miRNAs, ya que posibilita la deteccién
de amplificaciones con mayor sensibilidad y un amplio rango de
deteccion.

a) PCR mediante el uso de sondas TagMan

Los estudios de los perfiles de expresion de los miRNAs se realizaron
mediante un “array”, basado en un soporte en placa que permite analizar
un elevado nimero de miRNAs simultaneamente. El analisis fue mediante
el low-density TagMan® Array Human MicroRNA A Card v2.0 (Applied
Biosystems). Contiene, 377 sondas representativas de los miRNAs
ampliamente caracterizados en miRBase (Base de datos en la anotacién de
los miRNASs). Ademas, se incluye 3 endogenos (U6, RNU48 y RN44) y 1
control negativo (ath-miR-159a) que no amplifica en muestras humanas
(Articulo 1y 3).

La obtencion del cDNA se realiz6 a partir de 0,5ug de RNA de las
muestras, sin previa pre-amplificacion, segin las condiciones mostradas

en la siguiente Tabla 11.
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Sintesis de cDNA Amplificacién por PCR
Componentes Vol (uL) Componentes Vol (uL)
Sondas Megaplex RT (10X) 0,8 TagMan Universal PCR Master Mix, 450
dNTPs con dTTP (100 mM) 0,2 No AmpErase® UNG, 2X
Transcriptasa reversa (50 U/uL) 1,5 Muestra de cDNA 6
Tampén RT (10X) 0,8 Agua libre de nucleasas 444
MgCl, (25 mM) 0,9 Total 900
Inhibidor de RNAsa (20 U/pL) 0,1
Agua libre de nucleasas 0,2
Muestra de RNA (0,5ug) 3
Total 3
Condiciones Condiciones
16°C 2 min Mantener 50°C 2 min
40 ciclos 42°C 1 min Mantener 94,5°C 10 min
50°C 1sec . 97°C 30 sec
- 40 ciclos .
Mantener 85°C 5 min 59,7°C 1 min
Mantener 4°C L

Tabla 9. Sintesis de cDNA y PCR en "array" de miRNAs. Los volumenes
(Vol) mostrados corresponde por cada muestra.

Ademas del anlisis de expresion de miRNAs mediante “arrays”, se
realizé andlisis de PCR mediante sondas individuales. Las sondas fueron
empleadas para la validaciéon de miRNAs y genes, seleccionados en
estudios de perfil diferencial y de estudios dirigidos (Tabla 10).

Articulo Estudio Gen - miRNA Caodigo
DR5 Hs00366278_m1
Apoptosis (Anoikis) BAX Hs00180269_m1
BCL2 Hs00608023_m1

Diferenciacion celular,

. . L. CD49c Hs00233722_m1
resistencia a Anoikis -

1 I?lferenmacmn.celular, cD14 Hs00169122_g1
tipo de monocito

miR-126-3p 002228
Regulacién de miRNAs miR-126-5p 000451
por la LDL en concentracion ~ miR-223 002295
aterogénica miR-361-3p 002116
miR-767-5p 001993
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o, LRP5 Hs00182031_m1; Mm01227476_m1
E;g‘;'ﬁ??ad:g[egfptores LRP6 Hs00233945_m1; Mm00999795_m1
LRP1 Hs00233856_m1; Mm00464608_m1
2 Regulacion por el LDLR Hs01092524_m1; MmO01177349_m1
contenido de colesterol HMGCR Hs00168352_m1; Mm01282499 m1
Regulacién de CD36 Hs01567185_m1
receptores scavengers MARCO Hs00198935_m1
por la agLDL CD163 Hs00174705_m1
miR-505-3p 002089
miR-95 000433
Regulacién de miRNAs miR-483-5p 002338
inflamatorios en el estudio FH mir-187 001193
miR-146a 000468
3 miR-486-3p 002093
CCR3 Hs00266213_s1
CCR4 Hs00747615_s1
Regulacién de genes CXCR1 Hs01921207_s1
inflamatorios en el estudio FH TGFB1 Hs00998133_m1
IL2 Hs00174114 m1
RUNXL Hs00231079_m1

Tabla 10. Genes y miRNAs analizados por sondas individuales. Las sondas
son de Applied Biosystems

Se realiz6 una sintesis de cDNA a partir de 10ng de RNA para miRNAs y
0,5ug de RNA para genes, siguiendo las condiciones mostradas en la
siguiente Tabla 11.

miRNAs Genes
Sintesis de cDNA Sintesis de cDNA
Componentes Vol (uL) Componentes Vol (pL)

dNTPs (100mM ) 0,15 Tampon RT (10X) 1,0
Transcriptasa reversa (50 U/uL) 1.00 Transcriptasa reversa (50 U/pL) 0,5
Tampo6n RT (10X) 1,50 dNTPs (100mM ) 0,4
Inhibidor de RNAsa 0,19 Sondas aleatorias 1,0
Agua libre de nucleasas 4,16 Muestra de RNA (0,5ug) + 71
* Total (5pL por cada muestra) 7,00 Agua libre de nucleasas (7,1 ul) '
* Muestra de RNA (10ng) 3,50 Total 10
* Sonda TagMan especifica 1,50

*Total 10
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Condiciones Condiciones
Mantener 16°C 30 min Mantener 25°C 10 min
Mantener 42°C 30 min Mantener 37°C 120 min
Mantener 85°C 5 mim Mantener 85°C 5 mim
Mantener 4°C ) Mantener 4°C L
Amplificacion por PCR Amplificacion por PCR

Componentes Vol (uL) Componentes \Yell (pL

TagMan 2x universal PCR Mmix 5.0 TagMan 2x universal PCR Mmix

Agua libre de nucleasas 3,7 Agua libre de nucleasas 8
Sonda TagMan especifica (20x) 0,5 Sonda TagMan especifica (20x) 1
Muestra de cDNA 0,8 Muestra de cDNA 1
Total 10 Total 20
Condiciones Condiciones
Mantener 95°C 10 min Mantener 95°C 10 min
40 ciclos 95°C 15 sec 40 ciclos 95°C 15 sec
60°C 60 sec 60°C 60 sec

Tabla 11. Sintesis de cDNA y PCR para genes y miRNAs por sondas
individuales.

b) PCR mediante el uso de intercalantes de DNA

El anélisis del perfil de expresion de los genes inflamatorios se realizd
mediante una placa de 96 pocillos (RT? Profiler PCR Array, PAHS-077Z,
SA Biosciences). Este “array” de genes contiene 84 sondas, 5 end6genos
(ACTB, B2M, GAPDH, HPRT1 y RPLPO), un control de DNA gendémico
humano, 3 controles de transcripcion reversa y 3 controles positivos de
PCR (Articulo 3).

La obtencion del cDNA fue obtenido a partir de 0.5ug de RNA de las
muestras, siguiendo la condiciones mostradas en la siguiente Tabla 12.
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Eliminacién del DNA genomico Amplificacién por PCR
Muestra de RNA (0.5ug) 2XRT2 Green Mastermix 1350
Tampén GE 2 Muestra de cDNA 102
Agua libre de nucleasas 2 Agua libre de nucleasas 1248
Total 10 Total 2700

Incubar 5 min a 42°C
Incubar 1 min en hielo

Sintesis de cDNA Condiciones
Tamp6n BC3 5X Mantener 95°C 10 min
Control P2 1 . 95°C 15 sec
- - 40 ciclos -
RE3 reverse transcriptase Mix 2 60°C 1 mim
Agua libre de nucleasas 3 Mantener 95°C 1 mim
Total 10 Mantener 65°C 2 mim
Incubar 15 min a 42°C Mantener 95°C 15 sec

(volumen total = 20 pL)
Incubar 5 min a 95°C
Afadir 91 pL de agua libre de nucleasa

Tabla 12. Sintesis de cDNA y PCR en "‘array" de genes.

5.3. Analisis de datos generados mediante PCR a tiempo real

Los datos obtenidos del lector Applied Biosystems 7900HT fueron
cuantificados en base a la comparacion del Ciclo umbral (Ct), usando los
programas SDS 24 y el RQ Manager 1.2.1. Los valores Ct se
normalizaron con el endégeno RNU48 (001006) en miRNAs y en el caso
de los genes con PIK3C2A (Hs00153223_m1) o B2M (Hs.534255). En

-ACt

ambos casos se usd el método estandarizado del 2™, obtenido del

programa DataAsist v3.0.1. Aquellos valores Ct > de 32 fueron
considerados por debajo del nivel de deteccion. La casa comercial
(Applied Biosystems) asegura unas altas eficiencias en las sondas y por lo
tanto no es necesario que se hagan curvas patrén para conocer la
eficiencia, sino se sospechaba de una posible concentracion elevada de
inhibidores o una mayor degradacion de los &cidos nucleicos debido a la

naturaleza de la muestra.
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6. Métodos in silico en el andlisis de miRNAs y genes

diana

6.1. Anotacion de los miRNAs

Actualmente, la anotacion de los miRNAs se realiza mediante el
secuenciacion de fragmentos cortos de RNA (<50 nt). Esta tecnologia
genera gran cantidad de lecturas, que se analizan mediante diferentes
algoritmos computacionales (miRDeep?”®, miRDeep2?’, miRDeep+*"® y

miRanalyzer?®

). El procedimiento se inicia con el mapeo de las lecturas
de precursores conocidos de miRNAs y el analisis de la region genémica
donde las lecturas se alinean. Seguidamente, la lectura se extiende por
20bp en una direccion y 70bp en otra direccion, definiendo su potencial
locus. En base a métodos estadisticos se evalla si la secuencia forma una

horquilla®®**.  En

la prediccion de nuevos mMiRNAs se utilizan
caracteristicas adicionales como el contaje de lecturas, la energia libre y el

tamafio de la horquilla®® (Figura 32).

miRNA No miRNA

Lecturas Lecturas

Extension Mapeo

Viabilidad —

ﬁ mmmi ) de la estructura IQIMEHEO

. —” X
}]ﬁ]mmno F;rocesamu_ento —)
roshay Dicer —_
Figura 31. Proceso para la anotacion del miRNA. Imagen adquirida y

adaptada®®
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6.2. Herramientas computacionales

Las herramientas computacionales son Bases de datos que tienen sus
propios criterios y algoritmos de prediccion para la union del miRNA al
MRNA especifico. En la siguiente Tabla 13 se muestran las bases de
datos consultadas para el desarrollo del Articulo 1y 3. Las bases de datos
fueron empleadas en combinacién, con la finalidad de aprovechar sus
distintos algoritmos de busqueda, aumentando con ello la posibilidad de

encontrar los potenciales genes diana para el miRNA.

Base de datos Criterio de prediccién Articulo

Evalua la cantidad y calidad de los sitios complementarios del

aoci=canla) mRNA con el emparejamiento conservado a la regién 5' del miRNA. g
miRbase (b) Provee evidencia de la anotacién de los miRNAs 1
RNAhybrid (c) Calcula la minima energla |Ibl:e_ para hlbrIdIZ_aC_I(’)I"I entre _Lfl"l RNA largo 1
y corto. Es una herramineta Gtil como prediccién de unién miRNA-mRNA
miRman (d Combina las caracteristicas, termodinamicas, ewlutivas, probabilisticas 1y 3
p (@) y de secuencias entre la unién del miRNA y el mRNA Y
Muestra las uniones entre miRNA y mRNA experimentalmente
IPA (e) Hefy3 1ly3
demostrados o con alta 0 moderada prediccion
Muestra las uniones potenciales del miRNA en secuencias codificantes
PACENITEDS {) del mRNA considerando la conservacion ewlutiva, accesibilidad y prediccion
3
Muestra las uniones potenciales del miRNA al extremo 3' del mRNA
PACEITEIIR G considerando la conservacién ewlutiva, accesibilidad y prediccién
. Combina la informacién de 12 programas de prediccion y compara los sitios
miRwalk SUTR (g) de unién del miRNA con el extremo 5' del mRNA
miRwalk CD (g) Combina la informacién de 12 programas de prediccién y compara los sitios 3

de unién del miRNA con la regién codificante del mRNA

. Combina la informacién de 12 programas de prediccion y compara los sitios
miRwalk 3UTR (g) de unién del miRNA con el extremo 3' del mMRNA

Tabla 13. Bases de datos de prediccion. (a) http://www.targetscan.org/, (b)
http://lwww.mirbase.org/, (c) http://bibiserv.techfak.uni-bielefeld.de/rnahybrid/,
(d) http://mirmap.ezlab.org/, (e) http://www.ingenuity.com/products/ipa, (f)
http://paccmit.epfl.ch/, (g) http://www.umm.uni-heidelberg.de/apps/zmf/mirwalk/
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6.3. Disefio del analisis in silico

La identificacion de genes diana para los miRNAs es uno de los grandes
retos en la comprension de la regulacion post-transcripcional.
Actualmente, existen varias herramientas bioinformaticas con diferentes
algoritmos de busqueda. En la presente tesis el criterio seguido y las

herramientas utilizadas se muestran en la Figura 32.

Expresiéndiferencial de la proteinao del miRNA

Articulo 1 Articulo 3

Identificacion de Identificacion del
la proteina miRNA

Busqueda Busqueda
de miRNAs de genes
¥ ¥

TargetScan miRmap
miRmap PACCMITCDS
| PACCMIT3UTR
Puntuacién miRwalk 5UTR
(miRbase, miRmap) miRwalk CD
} miRwalk 3UTR
miRNAs IPA
candidatos incremento de
| < Validacion PCR expresion del miRNA

miRNA (agomiR)
seleccionado

Genes regulados por el

¥
Busqueda de
genes diana Genes
¥ candidatos IPA
IPA
RNAhybrid
¥
Alta prediccion por el IPA Red de
Bajo MEF por el RNAhybrid interaccion
4

Genes candidatos
l Criterio de
seleccion
Gen seleccionado Genes seleccionados

Figura 32. Esquema del disefio del in silico. Las herramientas computacionales
utilizadas estan sefialadas de color marron. Se muestra el criterio empleado para
el Articulo 1 y el Articulo 3.
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a) Prediccion de miRNAs para su mRNA especifico: El mRNA es
seleccionado previamente de acuerdo a su expresion diferencial con los
niveles de proteina. Se identificd los posibles miRNAs que regulan el
MRNA, mediante el uso de 2 bases de datos, TargetScan y miRmap. Se
utilizaron unicamente los candidatos predichos que coincidieron con las 2
bases de datos. Se seleccionaron aquellos miRNAs que debido a sus
caracteristicas estructurales tiene mayor probabilidad de interaccion vy
viabilidad (Articulo 1).

b) Prediccion de genes diana para su miRNA especifico: Los posibles
genes diana regulados por el miRNA se identificaron mediante el uso del
IPA y RNAHYybrid. El programa RNAHybrid, calcul6 la minima energia
libre (MEF) requerida en la interaccion miRNA-mRNA, parametro que
determina las interacciones méas favorables. De forma que el valor MEF
negativo significa la energia necesaria para desestabilizar la unién miRNA
con el mRNA. Por lo tanto, mientras mas negativo sea el valor MEF,
mayor es la accesibilidad del miRNA de unirse a la secuencia diana del
MRNA (Articulo 1).

Otro disefio para encontrar potenciales genes diana para un determinado
miRNA fue mediante el uso de base de datos como miRmap,
PACCMITCDS, PACCMIT3UTR, miRwalk 5UTR, miRwalk CD,
miRwalk 3UTR e IPA. Este disefio tuvo como finalidad ampliar el perfil

de genes candidatos que participan en una red de interaccion (Articulo 3).

c¢) Funciones celulares y redes de interaccion: Después de obtener los
posibles genes dianas 0 miRNAs candidatos correspondientes a los
experimentos diferenciales in vitro. Se analizé6 su participacion en

funciones celulares, mediante el uso del programa IPA (Articulo 1y 3).

La red de activacion de genes se realiza mediante el predictor de actividad

molecular (MAP), una herramienta del IPA. EI analisis por MAP predice
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el tipo de interaccion entre los genes. Asi también, las consecuencias de
estas interacciones, como el incremento o disminucién de expresién
(Figura 33) (Articulo 3).

Trophgéctoderm Regilation of
differenfiation telomece Jength

Figura 33. Red obtenida mediante el IPA. Ejemplo representativo de
interaccion y prediccion de los genes. La intensidad de color azul es la prediccion
de una expresion o actividad disminuya, contrariamente a lo que sucede con la
intensidad de color naranja. La intensidad de color verde es el resultado de la
poca expresion del experimental. Imagen adquirida y adaptada de
http://www.ingenuity.com/products/ipa/ipa-summer-release-2014.

7. Andlisis de proteinas
7.1 Extraccion y cuantificacion de proteinas

La extraccion proteica se efectud por lisis de las células en tampén RIPA
(50mM Tris HCI pH 8; 150mM NaCl; 1% NP-40; 0.5% deoxicolato de
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sodio; 0.1% SDS), suplementado con inhibidores de proteasa (Complete,
EDTA-free, Roche, 11873580001) y mantenidas en hielo. La
fragmentacion celular se facilitd pasando la muestra repetidamente a
través de una aguja de 20G. Todas las muestras se centrifugaron a 10.000
rpm (4°C) y los sobrenadantes se alicuotaron y mantuvieron a -80°C hasta
su andlisis. La concentracion proteica se determind por el método del
acido bicinconinico (BCA kit, Thermofisher) mediante la reaccion de

Biuret por colorimetria a 562nm (Articulo 1).

7.2 Western blot

El contenido de proteinas especificas en los extractos celulares se
determind mediante el ensayo semicuantitativo de western blot, que se
basa en la separacién de proteinas por su movilidad electroforética e

identificacion por anticuerpos especificos (Tabla 14).

Estudio Anticuerpo Especie Dilucién Referencia
DR5 Policlonal de conejo 1:2000 ab16942, Merk Millipore
) . TRAIL Policlonal de conejo 1:1000 ab42121, Abcam
Apoptosis(Anoikis)

Caspasa-3  Policlonal de pollo  1:2000 ab136290, Abcam
Caspasa-8 Policlonal de conejo 1:2000 ab25901, Abcam

Diferenciacion celular CD14 Policlonal de cabra 1:1000 sc-6998, Santa cruz
Diferenciacion celular CD49c Policlonal de cabra 1:1000 sc-6592, Santa cruz
Candidatos regulados VEGFA Policlonal de conejo 1:500 ABS82, Merk Millipore
por miR-126-3p ADAM9 Policlonal de conejo 1:5000  AB2959, Merk Millipore

Tabla 14. Anticuerpos utilizados para la deteccidn de proteinas.

De forma breve, 25 pg de proteina total, resuspendida en tampdn de carga
(0.25M Tris pH 6.8, 8% SDS, 40% glicerol, 0.02% azul de bromofenol

con 400mM  mercaptoethanol), se somete a electroforesis
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monodimensional de geles de poliacrilamida SDS en 2 fases (fase
concentradora a 4% y fase separadora a 10% de poliacrilamida). Las
proteinas separadas en el gel fueron transferidas a una membrana de
nitrocelulosa por un sistema de transferencia hiumedo o semi-seco
(BioRad). La eficacia de la transferencia a la membrana fue confirmada
por la coloracién de Ponceau (0.2% colorante de Ponceau, 1% acido
acético). La membrana fue blogueada con 3% BSA (albumina de suero
bovino) o 5% leche desnatada en tanmpon TBS-Tween (0.1M NacCl,
10mM Tris base, pH 7.4, 0.05% Tween 20), para evitar uniones
inespecificas del anticuerpo primario e incubado con la dilucién adecuada
del anticuerpo primario. Se utilizaron anticuerpos secundarios conjugados
con peroxidasa (Dako) y su deteccidn es por la sefial quimioluminiscente
generada por el reactivo SuperSignal (Thermo Scientific). Esta sefial es
captada por el sistema ChemiDocTM XRS y el programa Image Lab
(BioRad). La lectura quimioluminiscente de las proteinas fue normalizada
con la B-actina (dilucion 1:24000; Abcam, ab8226) (Articulo 1).

8. Analisis estadistico

Los resultados estan representados como la media + SEM (error estandar
del promedio) o como la mediana y rango intercuartil (IQR) con el
nimero de experimentos mostrados en cada caso. Las diferencias
estadisticas entre tratamientos o grupos fueron analizados usando pruebas
paramétricas como t-Student, analisis de varianza (ANOVA) de un factor
0 2 factores, seguido por LSD de Fisher para grupos diferentes. En las
pruebas no paramétricas se utilizaron Chi-cuadrado, Wilcoxon, la U de
Mann Whitney o Kruskal Wallis. Ademés, Post hoc de Bonferroni fue
utilizado para evaluar las diferencias intergrupales. Las asociaciones entre

variables continuas fueron estudiadas mediante la correlacion de
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Spearman. Una p<0.05 fue considerada significativa. En el estudio
poblacional, el tamafio minimo de la muestra requerida fue calculado de

%81 La prueba de distribucion normal fue

acuerdo a Noordzij y cols
realizada usando el método de Shapiro-Wilks. Los valores extremos
fueron excluidos por el criterio de Chauvenet. Los métodos estadisticos
fueron analizados mediante el uso del programa Statview 5.0.1 (Abacus

concepts, USA) y SPSS version 21.0.0.

9. Métodos adicionales

Estos métodos estan detallados en los Articulos (Seccidn resultados):

e Analisis por citometria de flujo (Articulo 1)

e Modelo murino de hipercolesterolemia (Articulo 2)

¢ Inmunohistoquimica en tejido adrtico de ratén (Articulo 2)
o Determinacion de colesterol libre y esterificado (Articulo 2)

e Cromatografia en capa fina (Articulo 2)
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Articulo 1

LDL accelerates monocyte to macrophage differentiation:

Effects on adhesion and anoikis

Autores: R. Escate, T. Padro, L. Badimon

Centro de Investigacidn Cardiovascular (CSIC-ICCC), 1IB-Sant Pau,

Barcelona, Espafia.
Revista: Atherosclerosis. 2016;246:177-86

Factor de impacto: 3.942

RESUMEN

La LDL estimula cambios en el fenotipo, la adhesién y disminucién de
los efectores apoptoticos de la anoikis, durante la diferenciacién

temprana de monocito a macrofago.

Altos niveles de LDL animan el desarrollo de la aterosclerosis,
enfermedad inflamatoria crénica con la participacion de la inmunidad
innata. Los monocitos son reclutados al endotelio disfuncional inducido
por los efectos de la LDL, iniciando su diferenciacion. El objetivo de este
estudio es investigar los efectos de la LDL en concentraciones
aterogénicas en el temprano estadio de diferenciacion de monocitos a
macrofagos. Los experimentos se han realizado en un cultivo de
monocitos humanos tratados o no con LDL en concentracion aterogénica

(1.80 mg/mL) de 24 a 48 horas y en macrofagos derivados de monocitos
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humanos después de 7 dias de diferenciacion. El efecto de la LDL indujo
una mayor expresion de CD14"™CD16*, CD49c, miR-126-3p y una
citomorfologia parecida al macr6fago. Ademas, de una disminucién de
CD14, de CD163 en los monocitos CD14“™CD16*, DR5, Caspasa-8 y
caspasa-3. Mediante andlisis in silico. EI miR-126-3p es un potente

candidato en la regulacion del DR5.

Estos resultados indican que la LDL estimula la expresion de moléculas
de adhesion y la disminucion de efectores apoptéticos, regulando la

anoikis y la supervivencia celular en el estadio temprano del macréfago.
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Background and aims: High LDL triggers dyslipidemia and atherosclerosis, a chronic inflammatory dis-
ease with participation of the innate immunity system. Monocytes are recruited to areas of LDL-induced
endothelial damage and initiate differentiation. This study was aimed to investigate the effects of LDL on
the early transitional stages of monocyte differentiation into macrophages.

Methods: Blood monocytes, isolated from healthy donors by their adhesion properties, were exposed to
native-LDL (1.80 mg/mL) for 48-h. Monocyte phenotype was assessed at transcript and miRNA levels by
real-time PCR. Protein-expression was determined by western-blot and flow-cytometry.

Results; CD14 time-dependently decreased in adhered monocytes, reaching a >4fold decrease at tran-
script- and protein-levels after 7-days in culture when cells were already differentiated into macro-
phages. At 4-days differentiation, monocytes exposed to LDL reduced CD14-transcrition >15fold in
mRNA (p = 0.002) and 34% CD14-protein (p = 0.039), whereas increased in CD16-expression (p = 0.019).
Besides, LDL induced a significant increase in integrin CD49c (43-subunit) at mRNA (>2fold, p = 0.008)
and protein (>3fold, p = 0.045) level and a decrease in the apoptosis-effectors CASP8 and CASP3
(p = 0.002 and p = 0.035, respectively) as well as in the precursor form of the death-receptor DR5
(p = 0.045) without affecting its mRNA-expression level, suggesting a LDL-dependent post-transcrip-
tional regulation of DRS5. In silico prediction analysis indicated miR-126-3p as a candidate to regulate
DRS5-expression and miR-126-3p was shown affected by LDL reaching a significant increase (p = 0.033).
Conclusions: In differentiating human monocytes, LDL stimulates expression of cell-adhesion molecules
and is-effectors, r ing anoikis and survival programs in the early stage

macrophages.

© 2016 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

triggers such as shear stress or inflammation processes that may be
exacerbated by the presence of high circulating LDL levels. Thus,

Atherosclerosis is a complex dynamic disease characterized by
lipid infiltration and chronic inflammation of the vessel wall.
Elevated levels of proatherogenic plasma lipoproteins, mainly low
density lipoproteins (LDL), deliver cholesterol to the vessel wall and
trigger a pro-inflammatory reaction [1-4|. The infiltration of
monocytes into the arterial intima and their differentiation into
vessel resident mac ges are acknowledged as hallmarks for
the development of atherosclerosis [5]. Monocyte chemotaxis is
attributed to endothelial damage, caused by local and systemic

* Corresponding author. Cardiovascular Research Center, ¢/Sant Antoni M* Claret
167, 08025 Barcelona, Spain.
E-mail address; Ibadimon@csic-iccc.org (L. Badimon).
! Both authors contributed equally to this work.

http://dx.doi.org/10.1016/j.atherosclerosis.2016.01.002
0021-9150/© 2016 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.

high levels of LDL have been shown to increase monocyte binding
to endothelial cells [6]. Native plasma LDL, but not oxidized LDL,
upregulates CCR2 expression and enhance the monocyte chemo-
tactic response to MCP-1 [7]. Recent studies have also shown an
immune-stimulating role of LDL during atherogenesis [8], [9].
Among inflammatory molecules expressed by vascular cells,
integrins (heterodimeric 2 transmembrane receptors) play a
critical role in regulating the adhesion of monocytes on endothelial
cells (EC), and on their migration through the extracellular matrix
(ECM) to the site of inflammation [ 10].

The alternative to cell adhesion success is anoikis, an apoptotic
process specifically due to the loss of cell-to-cell interaction and
cell-to-ECM anchorage [11]. Most cells in the human body require
integrin mediated adhesion to avoid anchorage-dependent
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apoptosis. Among the various integrins subunits, the «3-integrin
(CD49c) has been associated to the suppression of anoikis in
differentiated cells [12]. Cells derived from bone marrow, such as
monocytes, do not express this integrin subtype, whereas CD49c is
highly expressed in differentiated monocyte—derived macrophage
| 13]. Moreover, overexpression of some members of the f-subunit
of the integrin-family have been reported in cells of the macro-
phage lineage exposed in vitro to cholesterol oxidation products
[14].

Up to now, however, the overall effects of atherogenic levels of
native LDL on the balance adhesion/anoikis during monocyte-to-
macrophage differentiation have not been investigated.

Death receptor 5 (DR5), a membrane coreceptor for TRAIL (TNF-
related apoptosis-inducing ligand), is involved in apoptosis
signaling through the DR5-death domain (DD) | 15]. Signaling leads
to procaspase-8 (p-CASP8) and procaspase-3 (p-CASP3) activation
|16]. Caspases cleave gelsolin and disrupt adhesion, leading to
anoikis [17,18]. Previous studies in human carcinoma cell lines
strongly support a role for DR5 in anoikis. However, the relevance
of its soluble-ligand TRAIL in this process is uncertain [19]. To this
respect, recent studies suggest that microRNAs and DR5 are
involved in cancer cell apoptosis [20]. MicroRNAs (miRNAs) are a
class of small noncoding RNAs that regulate target gene expression
by translational repression and mRNA cleavage [21].

In the present study, we investigate the relevance of atherogenic
LDL levels, similar to those found in human hypercholesterolemic
plasma, in regulating monocyte-to-macrophage differentiation.
Our results suggest that LDL enhances cell adhesion by increasing
integrin-dependent mechanisms and reducing anoikis related
signaling in human monocytes at early stages of differentiation into
macrophages.

2. Materials and methods
2.1. Isolation of human monocyte

Peripheral blood mononuclear cells (PBMN) were isolated from
leukocytes-rich buffy coats from healthy donors (Barcelona Blood
Bank) by centrifugation on a Ficoll-Hypaque gradient (GE-Health-
care) [22). Based on cell counts of each individual buffy coat, PBMN
were platted on 6-well polystyrene plates (Becton Dickenson) to
obtain a cellular density of 2 x 10° monocyte/mL after incubation
for 24 h in RPMI-1640-glutamax supplemented with 100 U/mL
penicillin/streptomycin, 2 mM t-glutamine, and 10 mM Hepes
buffer (Gibco) and containing 10% (vol:vol) human serum (group
AB blood, Lonza). Thereafter, non-adherent cells were removed by
gently washing and adherent monocytes incubated for further 24 h
in RPMI-medium with 0.5% HS (minimal HS media) to obtain
quiescent cells. For the experiments, monocytes were incubated in
minimal-HS medium with/without 1.80 mg/mL native LDL (con-
trol- and LDL-groups, respectively) for up 48 h. Then, cells were
washed with phosphate-buffer (PBS) and collected for either RNA
or protein extraction.

2.2. LDL sample preparation and purity control

LDL (density 1.019-1.063 g/mL) were prepared by ultracentri-
fugation from pooled plasma-EDTA of normocholesterolemic vol-
unteers [23]. LDL-protein concentration was determined using the
bicinchoninic acid (BCA)-method (Pierce) and LDL purity assessed
by agarose-gel electrophoresis (SAS-MX Lipo-kit, Helena Bio-
sciences). LDL-preparations were tested to exclude presence of
endotoxin (Limulus amebocyte lysate test, BioWhittaker) and po-
tential bacterial contamination that could derive in confounding
results and this has proved to be negative in all cases. LDL used in
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the experiments were less than 48 h old.

LDL-oxidation in all LDL preparations and during co-incubation
with monocyte was excluded by assessing thiobarbituric-acid-
reactive substances (TBARS) formation, according Ohkawa et al
|24), with slight modifications. Samples were incubated with 0.5 ml
20% TriChloracetic acid and 0.5 ml of 1% thiobarbituric acid at
100 °C for 15 min. Thereafter, samples were cooled on ice and the
absorbance was measured at 532 nm. A calibration curve was
prepared with malondialdehyde (MDA) as standard. RPMI-1640-
glutamax medium (with phenol red) containing 1.80 mg/mL LDL
did not show any increase in TBARS-level (<2.5 nmol/mg LDL-
protein) through a 48 h-period at 37°C, independently of the
absence or presence of human monocytes. In contrast, oxidized
LDL, obtained by in vitro incubation of the same LDL preparation
with 10 mmol/L CuSO4 at 37 °C for 3 h, gave >60 nmol MDA/mg
LDL-protein.

LDL-composition in neutral lipids (cholesterylester, triglyceride
and free cholesterol fractions) of the LDL preparations was deter-
mined by thin layer chromatography in the LDL preparations. [25]
Levels of cholesteryl-esters (CE), triglycerides (TG) and free-
cholesterol (FC), quantified by densitometry against a standard
curve (including cholesterol-palmitate, triglycerides and choles-
terol) were as follow: CE: 960 + 136 pg/mg LDL-protein; TG:
96.8 + 11.6 pg/mg LDL-protein; FC: 116.1 + 111.1 pg/mg LDL-protein.

2.3. Flow cytometry analysis

Monocytes were detached using 0.53 mM EDTA/PBS and sus-
pended in PBS containing 1% bovine serum albumin (BSA), blocking
protein that was present in all washing steps as well as in the in-
cubation periods either with the specific antibodies or the corre-
sponding isotypes non-specific mouse IgGs. Fluorescein-
isothiocyanate-Annexin V (Annexin V-FITC, BD) and Propidium
lodide (PI, BD) were used to differentiate apoptotic (Annexin V-FITC
positive, PI negative) from necrotic (Annexin V-FITC positive, pro-
pidium iodide positive) cells [26]. The monocyte-phenotype was
characterized using a PerCP-conjugated mouse monoclonal anti-
human CD14 (clone 47-3D6, Immunostep, dilution 1:5 from the
original solution), FITC-conjugated mouse monoclonal anti-CD16
(clone 3G8, Immunotools, dilution 1:10 from the provided re-
agent) and a PE/Dazzle™594-conjugated mouse monoclonal anti-
human CD163 (clone GHI/61, Biolegend, dilution 1:20 from re-
agent). Isotype non-specific mouse IgGs were used as background
controls (clone eBM2a, eBioscience; clone PPV-06, Immunotools;
clone MOPC-21, Biologend with the same final concentrations that
the corresponding antibodies). Samples were incubated 30 min
(room temperature, dark conditions) and analyzed on a Beckman
Coulter Epics XL flow-cytometer. For each sample, 1 x 10* events
were acquired and data analyzed with the Expo 32 software.
Monocyte cells were gated according to their forward- and side-
scatter profiles and then defined by the CD14, CD16 and CD163
labelling (Supplementary Fig. 1). Mean fluorescence intensity
(MFI)+SEM for the specific antibodies and their isotype non-
specific IgGs out of at least three experiments were as following:
(D14: 85.08 + 10.8 vs 104 + 2.56; CD16: 13.03 + 4.04 vs
4.54 + 2.34; CD163: 3749 + 1.40 vs 3.6 + 0.95.

2.4. Protein extraction and western blotting analysis

Monocyte-extracts were prepared in RIPA-buffer supplemented
with a protease-inhibitor cocktail (Complete, EDTA-free, Roche).
Samples were homogenized, incubated on ice (30 min) and passed
through a 20G gauge needle to facilitate cell breaking-up. Residual
cell fragments were discarded by centrifugation (10 min,
10000 rpm, 4 °C). Supernatants were stored at —80 °C until
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analysis. Protein concentrations were determined with the BCA-
assay (Thermo Scientific).

Western blot analysis was made with 25 ug protein as previ-
ously described [27]. For protein detection the following primary
antibodies were used: rabbit-polyclonal anti-DR5 (dilution 1:2000;
Merck-Millipore, ab16942), goat-polyclonal anti-CD14 (dilution
1:1000; Santa-Cruz, sc-6998), rabbit-polyclonal anti-TRAIL (dilu-
tion 1:1000; Abcam, ab42121), goat-polyclonal anti-CD49c (dilu-
tion 1:1000, Santa-Cruz, sc-6592), chicken-polyclonal anti-
caspase-3 (dilution 1:2000; Abcam, ab136290), rabbit-polyclonal
anti-caspase-8 (dilution 1:2000; Abcam, ab25901), rabbit-
polyclonal VEGFA (dilution 1/500; Merck-Millipore, ABS82),
rabbit-polyclonal ADAM9 (dilution 1/5000; Merck-Millipore,
AB2959), and mouse-monoclonal anti-B-actin (dilution 1:24000;
Abcam, ab8226), protein-bands were visualized by chem-
iluminescence (Supersignal, Pierce) and quantified with a Chem-
iDocTM XRS system using the Image Lab software (Bio-Rad).
Results were expressed in arbitrary units. Equal amount of loaded
protein was verified by Pounceau-staining and normalized by the
f-actin detection levels.

2.5. Real time PCR analysis

Gene expression was analyzed by Tagman real Time-PCR
amplification with gene-specific primers (Applied Biosystems) for
DR5 (Hs00366278_m1), (D49c (Hs00233722_m1), (D14
(Hs00169122_g1),  BAX  (Hs00180269_m1) and  BCL2
(Hs00608023_m1) Triplicated (genes) and duplicated (miRNAs)
readings were taken and the average calculated. Relative expres-
sion was calculated as 2°¢!,

Total RNA was extracted with the mirVana miRNA Isolation Kit
(Ambion) and LDL-associated miRNA were obtained with the
NucleoSpin miRNA Plasma kit (Macherey—Nagel), according to
manufacturer's instructions. Reverse transcription was performed
with the High Capacity cDNA Reverse-Transcription Kit (Applied
Biosystems) and Tagman real time-PCR amplification. Human
miRNAs expression was measured using an array micro fluidic card
v2.0 type-A (Tagman-technology), according to the manufacturer's
instruction (Applied Biosystems). The array focuses on highly
characterized microRNAs [28]. Thus, the array contains 377
microRNAs, 3 endogenous (RNU6, RNU48 and RNU44) and 1
negative control (ath-miR-159a) that does not amplify in human
samples. Only miRNAs with expression levels below 32 cycles were
accepted. RNU48 (001006) and PIK3C2A (Hs00153223_m1) were
used as endogenous internal controls to normalize the expression
levels of miRNAs and genes, respectively. PIK3C2A was proved in
preliminary studies that remained unchanged during the differ-
entiation from monocyte to macrophage and under incubation
with LDL and with LPS. (data not shown). In addition, miR-223 [29]
(002295) was used to normalize LDL-associated miRNA expression.
Data were analyzed by SDS 2.4, RQ Manager 1.2.1 and DataAssits
v3.0.1 software.

2.6. In silico analysis

Potential interactions between miRNAs and genes were defined
using TargetScan, miRmap, miRbase and RNAhybrid (Bielefeld
University Bioinformatics Server) as computational prediction tools
and the Ingenuity Pathway Analysis software (IPA, Ingenuity Sys-
tems) (Supplementary Table 1). TargetScan, miRmap and miRbase
algorithms were used for predicting miRNA for binding to defined
target genes. filter tool was used to identify target-. Furthermore,
RNAhybrid was used for calculating the accessibility of miRNAs for
gene binding sites, using minimum free energy (MFE). Candidates
genes were selected by comparison of MFE values [30]. The

sequences miRNA and gene binding site were obtained from Tar-
getScan. Besides, the IPA Core Analysis tool was used to describe the
roles and the functionality of the genes.

2.7. Statistical analysis

Results are expressed as mean + SEM (standard error of the
mean) except when indicated. Statistical differences between
groups were analyzed using the Statview 5.01 (Abacus concepts,
USA) program, by the parametric paired Student's t-test or the non-
parametric paired-Wilcoxon test. A p < 0.05 was considered sta-
tistically significant.

3. Results

3.1 Effect of LDL on cell morphology and viability at early stages of
human monocyte to macrophage differentiation

Cell morphology and viability were analyzed in cultured buffy-
coat derived monocytes during the early stage of differentiation
into macrophages (MOMAC-cells). By phase-contrast microscopy,
adhered monocytes mostly depicted a round shape within 24-48 h
period after seeding (day-1 = D1 and day-2 = D2). During the
following 48 h (days 3—4: D3 and D4), monocytes were incubated
with minimal-HS medium with/without LDL and turned into a
heterogeneous cell population. There was a time-dependent in-
crease of cells with elongated appearance (spindle-shape) in the
control (CTRL-MOMAC) group. In contrast, cells with round-shape,
bigger size, and enhanced cytoplasm-to-nucleus ratio were more
evident in the LDL-group (LDL-MOMAGC; Supplementary Fig. 2). In
the LDL-group, after 48 h LDL-D4-MOMAC cells were strongly
positive (>90%) for intracellular lipids, as shown by the Heixemeier
staining, whereas none of the control non-treated cells had positive
staining (Supplementary Fig. 3).

To determine whether differences in monocyte morphology
were associated with changes in cell viability, flow cytometry
analysis for double labelling with propidium iodide (PI) and
annexin V was performed. As show in Supplementary Fig. 4A, the
pattern of annexin V and PI labelling did not significantly differ
between control cells and those exposed to LDL over 48 h period
(CTR-D4-MOMAC vs LDL-D4-MOMAC). Supporting this finding, the
ratio between BAX mRNA and BCL2 mRNA, genes involved in the
intrinsic apoptotic pathway, was not significantly affected in hu-
man adhered monocytes exposed to LDL for a time period of 24
neither of 48 h when compared to the control group
(Supplementary Fig. 4B; compare CTR-MOMAC- and LDL-MOMAC-
groups).

32. Cells with CD14°™CD16* labelling increase in human
monocytes exposed to atherogenic concentrations of LDL

To better characterize the effect of LDL on monocyte-to-
macrophage differentiation dynamics, CD14 transcript and pro-
tein levels were determined by real-time PCR and western blot,
respectively (Fig. 1A and B), early stages (D3-MOMAC- and D4-
MOMAC) of monocyte differentiation. Fig. 1A provides evidence
that CD14 is highly expressed in overnight-cultured monocytes
(MO) whereas macrophages (MAC) derived from in vitro-mono-
cyte differentiation (7 days) depicted >4fold less CD14 mRNA
expression and protein. The decrease in CD14mRNA and protein
level (Fig. 1A and B, respectively) was time-dependent in mono-
cyte during differentiation into macrophage. This decrease was
significantly more evident in cells exposed to LDL both in D3-
MOMAC and D4-MOMAC (24 and 48 h LDL-incubation, respec-
tively). Thus, at day 4 (D4), mRNA CD14 level in LDL-monocyte had
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Fig. 1. Effect of LDL on markers of cell-differentiation in human monocytes. CD14-transcripts (A) and CD14-protein (B) levels during in in vitro differentiation of monocytes into
macrophages (empty bars). MO: cells D1 after-seeding; MAC: day 7 in culture. Filled bars: cells at day 3 (D3-MOMAC) and day 4 (D4-MOMAC), incubated without (light grey) or
with (dark grey) 1.80 mg/mL LDL for 24 h and 48 h, respectively. (C) Representative flow-cytometry dot-plot for CD14-and CD16-labelling in control- and LDL-MOMAC at day 4. (D)
Percentage of D4-MOMAC subpopulations. (E) CD163-labelling in MOMAC subpopulation at day 4 in percentage. Bars represent mean + SEM of 3-5 independent donors in du-

plicates. Only p-values < 0,05 are shown.

already been reduced to the level in mature macrophages,
whereas this decrease was not evident in absence of LDL, sug-
gesting a premature macrophage-like phenotype in those cells
exposed to LDL.

By flow cytometry analysis, different monocyte populations
were identified by their expression of CD14 (a part of the lipo-
polysaccharide receptor), and of the Fcylll receptor CD16 (Fig. 1C).
In accordance with the proposed nomenclature [31,32}, the domi-
nant monocyte species was the CD14°CD16~ that constitute
90 + 3.5% of all monocytes in the control-group and 81 + 3.3% in the
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group (p = 0.045). In contrast, within monocytes expressing CD16,
those expressing CD14 antigen at a lower level (CD14%™) were
significantly increased in cells exposed over 48 h to LDL (Fig. 1D). In
addition, LDL leads to an increase in the cellular complexity of the
monocytes, as determined by the side- and forward-scatter analysis
(Supplementary Fig. 5).

The M2-macrophage phenotype marker CD163 (scavenger re-
ceptor cysteine-rich family) [33] was detected in >90% of 9-days
in vitro differentiated-macrophages (data not shown) and in 46%
of the D4-MOMAC cells, at day 4 of differentiation into macrophage.
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The percentage of cells positive for CD163 was significantly higher
for those CD149™CD16" than among cells expressing CD14 at
higher intensity (CD14*CD16~ or CD14°™"'CD16") (Fig. 1E). CD163
labelling was reduced in cells exposed to LDL compared to the
control-group (CONTROL-MOMAC: 608 + 3.2 vs LDL-MOMAC:
403 + 2.3; p = 0.044). When the different phenotypes were
considered, the decrease was especially evident in the subpopula-
tion CD14%™CD16* (Fig. 1E).

3.3. Effects of LDL on CD49c and DR5 expression levels in human
monocytes at an early differentiation stage

To investigate the mechanisms by which LDL increase differ-
entiation of MO to a MAC-like phenotype, we analyzed gene
expression and protein levels of CD49c and DR5, membrane asso-
ciated proteins involved in the regulation of cell attachment and
anoikis [19]. CD49c mRNA expression was significantly increased in
monocytes exposed to atherogenic concentrations of LDL for 24-
and 48-h during the early stage of differentiation into macrophages
(D3-MOMAC and D4-MOMAC) compared to cells incubated in the
absence of LDL (control group, Fig. 2A) for the same time-periods.
Similarly, CD49c protein, identified by western blot as a single
band of 135 kDa, showed 3-fold increased in its expression level
after 48 h exposition to LDL compared to the control group. The
mRNA and protein levels of CD49c in the D4-MOMAC treated with
LDL did not differ significantly from those in mature macrophages,
after 7 days differentiation (Fig. 2A and B).

Western blot analysis for the tumor necrosis factor receptor DR5
depicted two bands of 48 KDa and 40 KDa, identified as the pre-
cursor (pre-DR5) and mature (m-DR5) forms that differentiate by
the presence of 55 amino acids at N-terminal peptide [34,35].
Levels of pre-DR5 were significantly decreased after 24 and 48 h
exposition to LDL (Fig. 3A) and a similar pattern was found when
the ratio between precursor and mature forms was calculated
(Fig. 3B). In contrast, the presence of LDL induced the opposite ef-
fect on the DR5 mRNA expression (Fig. 3C), suggesting a LDL
induced post-transcriptional regulation. TRAIL expression levels
did not show significant changes in monocytes exposed to LDL
(Fig. 3D).
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3.4. Identification of miRNA target binding sites for DR5 by in silico
analysis

By in silico analysis, using the TargetScan and miRmap software,
we identified 341 potential binding sites for miRNAs on the 3'UTR
of DR5 mRNA. Thereafter, using the miRmap score (probability of
binding between microRNA and gene) and the miRbase score
(Probability that microRNA exists according to reading of deep
sequencing), the 6 top miRNA (miR-361-3p, miR-508-5p, miR-
125a-5p, miR-126, miR 133a, miR 767-5p) were selected (Fig. 4A).

3.5. miRNAs expression pattern in human monocytes exposed to
LDL and enrichment analysis of validated targets for candidate
miRNAs

To characterize the pattern of miRNAs expressed in human
monocytes and identify those significantly affected by atherogenic
concentrations LDL, we performed a RT-PCR based array (micro-
fluidic card) with RNA samples obtained from human buffy-coat
derived monocytes cultured for 24 h in the presence or absence
of 1.80 mg/mL LDL. Seventy five miRNAs were consistently
expressed in the human monocytes (listed in Supplementary
Fig. 6A). Thirteen miRNAs were differentially expressed in
MOMAC cells exposed to LDL compared to the control group. From
them, 10 miRNAs were upregulated (>1.5fold), 1 miRNA was 2.2fold
downregulated (Supplementary Fig. 6B) and miR-18a and miR-138
were only present in control- and LDL-monocytes, respectively.
Among the miRNAs differentially expressed in LDL-monocytes,
miR-126 was the only one included in the top list of miRNA with
binding capacity for DR5 (see Fig. 4A). Therefore, this miRNA was
selected for further validation studies. Analysis by real time PCR,
with specific primers for the 3p- and 5p-strands, revealed a se-
lective effect of LDL to induce overexpression of the miR-126-3p. A
lower effect was observed with miR-126-5p only in the D3-LDL-
MOMAC group (Fig. 4B). To exclude that the increase of miR-126-3p
in monocytes exposed to LDL could be carried by LDL particle, we
analyzed miR-126-3p in the used LDL preparations and proved that
it was under the detection level in all the analyzed LDL preparations
(data not shown).

To further verify the predicted value of DR5 as target for miR-
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Fig. 2. LDL increase expression of CD49c at transcript and protein level, (A) Real-ti

PCR and (B) western blot analysis for protein level of

CD49c (3-subunit of the integrin family) in cells, incubated without (light grey) or with (dark grey) 1.80 mg/mL LDL for 2448 h (D3-MOMAC and D4-MOMAC). MO: cells D1 after-
seeding; MAC: day 7 in culture. Bars represent mean + SEM of 4 independent donors in duplicates.
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126-3p, we performed in silico analysis using the IPA microRNA
target filter as searching tool and calculating the minimum hy-
bridization free energy (MFE) values (RNAhybrid, Bielefeld Uni-
versity Bioinformatics Server) of the duplex miRNA:mRNA to
screen optimized miR-126-3p:mRNA interactions. As shown in
Supplementary Table 2, eleven candidate genes with MFE values
below the median value of all initially predicted candidates were
selected [median MFE: —20.8 kcal/mol]. Cell death and survival was
identified as the most representative cellular function involving the
11 predicted genes regulated by miR-126-3p (Result obtained by
IPA-Core Analysis, p = 0.0000141), cell function that had DRS5 as the
best represented gene among the selected 11 targets (DR5 score:
25, VEGFA score: 19. Score for the other 9 target genes were less
than 4). VEGFA protein levels decreased at early stages of monocyte
differentiation in the presence of native LDL, although changes vs
the control group only achieved statistical significance at day 3 (D3-
MOMAC) (Supplementary Fig. 7A). ADAMY, that scored much lower
in the in silico analysis, did not show any consistent change during
monocyte differentiation in the presence of LDL suggesting that
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Fig. 3. LDL induce a decrease in the precursor form of the death-receptor DR5 without affecting its mRNA-expression level. Cell-extracts of MOMAC-cells, treated as described in
Fig. 1, were analyzed for (A—C) DR5 and (D) its ligand TRAIL at protein (A,B,D) and mRNA (C) level. In (A), DRS precursor (pre-DR5) and mature (m-DR5) are shown. Note that pre-
DR5 was downregulated whereas m-DR5 was not significantly affected after incubation with LDL. (B) Ratio pre-DR5/m-DRS5 according to protein levels obtained by western blot
analysis (C) mRNA-levels obtained by real-time-PCR. Bars represent mean + SEM of 4 independent donors in duplicates. Only p-values < 0.05 are shown.

ADAM9 post-transcriptional regulation is not mediated through the
miR-126 3p (Supplementary Fig. 7B).

Two of the miRNAs (miR-361-3p, miR-767-5p) included in the
top-6 group defined by in silico analysis were not analyzed in the
microfluidic card. Therefore, we carried out quantitative RT-PCR for
these two miRNAs and found that miR-767-5p was below detection
level in human monocytes. On the contrary, miR-361-3p level was
low but consistently expressed in monocytes. Levels miR-361-3p
were slightly increased in the LDL-D3-MOMAC group, but the dif-
ference with the control group was lost at 48 h (Supplementary
Fig. 6C).

3.6. LDL targets caspase-3 and caspase-8 in monocytes at early
stages to macrophage differentiation

Several studies have provided evidence that caspases are
essential to monocyte differentiation into macrophages. Therefore,
here, we analyzed caspase-8 (CASP8) and caspase-3 (CASP3)
expression levels in monocytes exposed to LDL during the early
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values < 0.05 are shown.

stage of differentiation to macrophages (D3-and D4-MOMAC
groups; Fig. 5). By western blot analysis, CASP8 was detected as 2
bands of 55 kDa and 18 kDa that refer to the pro-caspase and the
active cleaved-form, respectively. The active cleaved CASP8 form
exceeded in 2fold the level of the pro-caspase form in monocytes,
independently of the presence of LDL (Fig. 5A). The presence of
atherogenic concentrations LDL significantly reduced CASP8 pro-
tein, both as pro-form and active-cleaved-protein, without signifi-
cantly affecting the ratio between both forms.

Differing from CASP8, only the pro-enzyme of CASP3 (32 kDa)
was detected in human monocytes after 48—96 h in culture. The
20-kDa intermediary CASP3 and the fully active 17-kDa forms were
not detected, neither in the absence nor in the presence of LDL.
Levels of pro-CASP3 were significantly decreased in cell exposed to
LDL, independently of the time-interval (24 or 48 h) (Fig. 5B).

4. Discussion
Hyperlipidemia and inflammation represent two major pillars

in the pathophysiology of atherosclerosis 5] and monocyte to
macrophage differentiation plays a major role in the initiation and

progression of the atherosclerotic lesions from a stable to an un-
stable state. Therefore, a better understanding on the fundamental
molecular mechanisms and downstream assessment of inflam-
matory pathways behind the monocyte-to-macrophage differen-
tiation may aid in the identification of new therapeutic strategies
addressing inflammation as a primary target.

In the current study, we have investigated the effect of high LDL-
cholesterol levels, defined according American and European
Guidelines [36,37], in the process of monocyte to macrophage
differentiation. With this aim, LDL were isolated of plasma obtained
from normocholesterolemic subjects and used within 48 h after
preparation to exclude in vitro changes due to storage. Thus, based
on cell culture studies, we report that native LDL, at atherogenic
concentrations (representative of those found in the plasma of
hypercholesterolemic patients) contribute to shorten the time to
differentiation of human adhered monocytes into macrophage-like
cells. LDL-induced changes refer both to the cell-morphology and
the expression level of the CD14. This membrane-anchored glyco-
protein that functions as a marker of the monocyte-phenotype [38]
was significantly decreased in monocytes exposed to atherogenic
levels of LDL when compared to non-exposed controls.

Circulating monocytes can be divided into three distinct sub-
types according to their surface expression of CD14 and CD16 [31].
Ina germinal study [39], Rothe et al. reported an inverse correlation
between high density lipoprotein (HDL)-cholesterol levels and the
population size of CD16* monocytes in hypercholesterolemic pa-
tients, while total cholesterol and triglycerides were positively
correlated with the CD16" monocyte population. Furthermore,
Krychtiuk et al., in a recent study published this year [40], describe
that small dense LDL serum levels are positively associated with an
increase of the CD14%™CD16* and a decrease of the CD14°CD16
monocyte-subpopulations in patients with stable coronary artery
disease.

Here, using a mechanistic approach, we expand these previous
results derived from clinical studies and provide evidence that
atherogenic levels of LDL, in their native form, directly affect the
monocyte  phenotype turning  CD14'CD16~ cells into
CD149™CD16", Thus, our results together with those from other
groups, strongly suggest a new link between lipid metabolism
dysregulation, innate immunity and atherosclerosis. Supporting
this hypothesis, CD16* monocytes have shown to correlate with
intima media thickness in a study over 600 apparently healthy
adults [41] and CD14"CD16" monocytes correlate with coronary
plaque vulnerability in patients with stable angina pectoris [42]. It
is also to note that CD14%™CD16" monocytes exhibit pro-
inflammatory and pro-atherosclerotic activity as reported in a
population of elderly human subjects in which activated monocytes
depicted an increased interaction with endothelium and had higher
expression of chemokine receptors [43].

It is known that early stages of human atherosclerosis inflam-
matory lesions are populated by macrophages with elevated
expression of CD16 along with low CD14 expression [44]. The
surface expression pattern seen on CD16" monocytes in our study
resemble the CD16/CD14 expression level typically found in tissue
macrophage, suggesting CD16™ monocytes as a more mature
phenotype [45]. It is interesting, that monocytes exposed to LDL
during differentiation into macrophages lose surface expression of
the scavenger receptor cysteine-rich protein CD163, which might
relate to lower response to hemoglobin and hemoglo-
bin—haptoglobin (Hb-Hp) complexes, downregulation of the
heme-oxigenase-1 (HMOX-1) expression, and decreased athero-
sclerosis protection [46].

A defining feature of differentiated tissue macrophages, in
comparison to monocytes, is their resistance to constitutive
apoptosis [47]. Cell apoptosis implicates an increasing complexity
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Fig. 5. Effect of LDL on CASP8 and CASP3 protein levels. Cell-extracts of human monocytes, treated as described in Fig. 1, analyzed by western blot for the apoptosis-effectors (A)
CASP8 and (B) CASP3. Two bands for CASPS, the pro-enzyme (p-CASP8) and the cleaved active form (c-CASP8) are shown in panel A. LDL induced significant decrease in both CASP8
without affecting the p-CASP8/c-CASP8 ratio. (B) The pro-enzyme for CASP3 (p-CASP3) was consistently detected. Traces of 20 kDa-CASP3 form were detected in LDL-treated
monocytes. Cleaved active CASP3 (c-CASP3) was not detected in any of the analyzed samples. Bars represent mean + SEM of 4 independent donors. Note that only p-

values < 0.05 are shown.

of players and signalling pathways which regulate not only the
decision-making process of dying, but also the execution of cell
death proper. The same complex nature applies to anoikis, a form of
caspase-dependent apoptosis that is largely regulated by integrin-
mediated cell-extracellular matrix (ECM) interactions. In our study,
the ratio between genes as BAX and BCL-2 [48], involved in the
intrinsic apoptotic pathway, derived from mitochondrial effects,
did not change significantly after exposition to LDL, supporting the
finding that cell viability (Annexin-V binding) was not compro-
mised in these cells upon the LDL-atherogenic stimulus. Beyond the
intrinsic pathway, cell-apoptosis is also triggered extracellularly
through activation of TNF-related apoptosis-inducing ligand
(TRAIL) receptors as DR5 [49] that activate the death-inducing
proteolytic enzyme CASP8 [50,51]. LDL did not significantly affect
TRAIL levels in monocytes. However, LDL induce a decrease in the
precursor form of its receptor DR5, effect that seems to occur by
acting at the protein translation level rather than by reduction of
DR5 mRNA expression. To this respect, our results strongly support
a role for miR126-3p in the regulation of the DR5 protein level.
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Performing an in silico prediction analysis, this miRNA was depicted
as the best candidate to regulate DR5 expression at post-
transcriptional level. Interestingly, through a miRNA expression
array and a specific RT-PCR assay, the expression of miR126-3p was
found to be significantly increased over the time in monocytes
exposed to LDL. In accordance to our results, miR-126 has been
associated with high levels of LDL in plasma from patients with risk
factors for coronary artery disease [52|. DRS has been directly
involved in anoikis in human colorectal carcinoma cells, in a pro-
cess mediated by CASP8 and CASP3 [19]. Thus, the decrease in
CASP8 and CASP3 in differentiating monocyte exposed to hyper-
cholesterolemic environment strongly suggest that LDL affects cell-
detachment induced apoptosis by inducing effects on the caspase-
cascade through the extrinsic pathway that is mediated by com-
ponents of the tumor necrosis factor receptors (TNFR) superfamily.
Cell-detachment induced apoptosis is directly dependent on
integrins that regulate cellular adhesion and transmit relevant
signals for cell survival [53]. To this respect, a recent study in hu-
man intestinal epithelial cells showed that suppression of anoikis
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implicates differentiation by state-selective repertoires of integrins,
which in turn results into anoikis regulation through a process
dependent on the cell-differentiation stage [12]. In the present
study, we have shown that together with the decrease in anoikis
effectors, exposition of adhered monocytes to atherogenic levels of
LDL induced >2fold increase in the mRNA expression levels of the
adhesion molecule CD49c, #3-subunit of the integrin family, this
effect being even more obvious at protein level. Previous studies
have reported CD49c as a protein highly expressed in differentiated
macrophages but with low or not detection in freshly isolated
monocyte [13]. Cell adhesion to ECM plays a crucial role in mono-
cyte differentiation into macrophage-like cells. Attachment of cells
to ECM-proteins is mediated predominantly by members of the
integrin family [54], being the o3-integrin (CD49c) subunit specif-
ically associated with the monocyte to macrophage differentiation
process, in contrast to other integrins of the alpha- and beta-
subunits that have comparable expression in monocyte-derived-
macrophage and -dendritic-cells [13]. The fact that monocyte-
derived dendritic cells do not express CD49c [13], strongly sup-
ports the finding that exposure of monocyte to LDL accelerates their
differentiation to a macrophage-like phenotype.

LDL form a heterogeneous family with particles that vary in size
and density, and this heterogeneity is being investigated regarding
metabolic behavior and physiopathological properties. In the pre-
sent study we have concentrated in normal LDL particles. Further
studies with LDL from hypercholesterolemic patients may provide
important additional information.

In conclusion, the present study demonstrates that atherogenic
levels LDL facilitate monocyte —to macrophage differentiation
through a process that involves the enhanced expression of the
adhesion protein alpha-3 integrin and downregulation of proteins
directly involved in cell-detachment induced apoptosis, suggesting
a relevant role of LDL in the link between lipids, innate immunity
and atherosclerosis. Further studies should provide a greater un-
derstanding of these processes during evolution of the lesions and
their transformation into macrophage-rich vulnerable plaques.
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Supplementary Figure 1. Representative histograms for CD14*, CD16* and CD163* cells and

their respective isotype non-specific IgGs

Representative flow cytometry shows the surface expression of CD14*, CD16* and CD163* on early
stage of monocyte differentiation into macrophage (D4-MOMAC) versus the isotype control

antibodies.
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Supplementary Figure 2. Effect of LDL on cytomorphology in human monocytes

Cellular characteristics in in vitro differentiation of monocyte into macrophage in the presence
or absence of 180mg/dL LDL. Black arrows show differential characteristics after 24 (D3-
MOMAC) and 48 (D4-MOMAC) hours incubation with LDL between CTRL- and LDL-
groups. Images are representative of 3 to 5 independent donors in duplicates and were taken by
a phase contrast microscopy (Leica DMIREZ2) magnification x200.
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Supplementary Figure 3. Uptake of LDL in human monocytes (D4-MOMAC)
Herxheimer's fat staining in early stage of monocyte differentiation into
macrophage at 48 (D4-MOMAC) hours of exposure of LDL (1.80mg/mL). The
uptake of LDL shows a positive red staining in the cytoplasm of LDL-D4-
MOMAC compared to CTRL-D4-MOMAC cells. Images are representative of 5
independent donors in duplicates and were taken by a Moticam10 camera.
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Supplementary Figure 4. Effect of LDL on cell survival in early stage monocyte
differentiation

(A) Representative dot plot shows PI (Propidium lodide) vs. AnnexinV-FITC staining in monocyte
incubated without (CTRL) and with LDL for 48 hours, analyzed by cytometry analysis. Monocytes
were grouped as P1 (late apoptotic or necrotic cells), P2 (intermediate apoptosis), P3 (Viable cells)
and P4 (early stage of apoptosis). (B) Values of the ratio BAX/BCL2 according to mRNA
expression level obtained by Real-time-PCR quantification was not significantly affected after
incubation at 24 and 48 hours. Bars represent mean+SEM of 4 independent donors in duplicates.
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Supplementary Figure 5. Flow cytometry Analysis: Effect of LDL on cell complexity
Representative gating to identify the cell complexity of D4-MOMAC cells incubated
without and with LDL. The complexity was sized on forward and side scatter in the flow
cytometry analysis in 4 independent donors.
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Supplementary Figure 6. miRNA expression profile

(A) Heat Map (n=3 independent individuals) for miRNAs expression obtained with a
array micro fluidic card in CTRL- and LDL-MOMAC cells. Real-time-PCR
quantification results. Each column is an independent experiment and each row
corresponds to a single miRNA probe. Colour indicates the expression level in 2-2¢ (Red:
high expression; Green: low expression; Gray: not expressed). (B) Expression levels are
presented as log2 (LDL/CTRL). Therefore, miRNAs with log values -0.5, -1 and -1.5 are
downregulated 1.4-, 2- and 2.8-fold respectively; and miRNAs with log values 0.5, 1 and
1.5 are up-regulated 1.4-, 2- and 2.8-fold respectively for 11 miRNAs in >1.5-fold in
atherogenic concentration of LDL. (C) PCR quantification of miR-361-3p in monocytes
without and with LDL at 24 and 48 hours, the bars represent mean+SEM of 4
independent donors in triplicates. Note that only p-values <0.05 are shown.
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Supplementary Figure 7. Effects of LDL on the expression levels of VEGFA and

ADAM-9 in MOMAC cells.

Cell-extracts of human monocyte were analysed by western blot for (A) VEGFA and (B)
ADAMY. Consistent bands were detected (VEGFA: ~55kDa; ADAMY9: 72kDa ).. Bars
represent mean+SEM of 4 independent exprimentss. Only p-values <0.05 are shown.
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Supplementary Table 1. Tools for in silico analysis

Database Links

TargetScan http://www.targetscan.org/

miRmap http://mirmap.ezlab.org/

miRbase http://www.mirbase.org/

RNAhybrid http://bibiserv.techfak.uni-bielefeld.de/rnahybrid/

IPA (Ingenuity Pathway Analysis) http://www.ingenuity.com/products/ipa

Database used in in silico analysis for predicting miR-126-3p for binding to DR5 mRNA
and identify DR5 mRNA as the best gene candidate for miR-126-3p.
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Supplementary Table 2. Potential targets for miR-126-3p by in silico
prediction analysis

@
> & &£
3 & § %
S & S @
¥~ & 9 <
5 .9 K g S
> S E 9 & S -
s gF £ 5 5 S
o S ¥ & s Iy &
¥ £§&§ F 5 £ g
S 5o §F S g &2 MFE
s &§ & § S
(SRS & b ~ Values
VEGFA 19 19 32 21 4 95 21,5
DR5 25 3 0 3 2 33 -23.2
ADAM9 0 9 6 0 3 18 -21.0
GNA13 4 3 4 1 4 16 225
CRK o] 0 6 2 0 8 -24.5
LRP6 4 1 0] 2 0 74 -20.9
PIK3R2 2 0 2 0 0 4 -23.6
RNF165 0] 0 ] 0 0 0 -21.8
SLC7A5 0 0 0 0 0 0 -23.0
TOM1 0 0 0] 0 0 0 -21.5
ZNF219 0 0 0 0 0 0 -20,8
p-value <0.00002 <0.00005 <0.0001 <0.0005 <0.001

Potential genes were identified by microRNA target filter from IPA (Ingenuity pathway
analysis) and RNAhybrid (Bielefeld University Bioinformatics Server) for miR-126-3p.
The target genes are related with cellular functions for atherosclerosis by p-value according
to score. Cellular death and survival was more significant cell function and DR5 was more
representative. Minimum free energy (MFE) values were obtained by RNAhybrid.
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RESUMEN

En nuestro estudio poblacional en pacientes con hipercolesterolemia
familiar (FH), EI LRP5 es incrementado en leucocitos totales (PBL), asi
como en macréfagos expuestos a LDL agregada, siendo evidente en
aquellos pacientes FH con los valores mas bajos de LDLR vy

asociandose con una disminuida capacidad ateroprotectora.

La FH es el principal factor de riesgo para la enfermedad coronaria
prematura, debido a la exposicion severa a largo plazo de niveles altos de
LDL plasmético. Esto anima a su infiltracion vascular y modificacién por
agregacioén, conllevando a la activacién de la inmunidad innata y el

desarrollo de la aterosclerosis. El objetivo de este estudio es investigar la
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expresion de LDLR y LRPs en PBL y macréfagos derivados de monocitos
(MACs) de pacientes jovenes heterocigotos a la FH. La expresion de
LRP5 y LRP6 son incrementados en PBL de pacientes FH respecto a
sujetos sanos o con hipercolesterolemia secundaria (sc-HC). LRP1 no
tiene cambios de expresion respecto a los sujetos sc-HC. En MACs, LRP5
y LRP1 no se diferenciaron en condiciones basales para sujetos controles
y pacientes FH. Sin embargo, solo el LRP5 tiene una expresion diferencial
por exposicién a la agLDL en el grupo FH. Esta exposicion disminuye la
expresion de CD163, receptor relacionado con propiedades
antiinflamatorias o ateroprotectoras. Ademas, el mayor incremento de
expresion del LRP5 por la agLDL esta asociado a una baja expresion de
LDLR.

Estos resultados muestran por primera vez que el LRP5, receptor activo de
internalizacion lipidica, esta incrementado en las células de la inmunidad
innata de pacientes jovenes con FH. Ademas, el contenido lipidico
sensibiliza al macréfago al estrés inflamatorio, debido a la disminucién
del CD163. Ambos mecanismos quizas tengan un efecto sinérgico sobre

el comienzo de la aterosclerosis prematura en los pacientes FH.
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Abstract

Familial hypercholesterolaemia (FH) is a major risk for premature coronary heart disease due to severe long-life exposure to high LDL levels.
Accumulation of LDL in the vascular wall triggers atherosclerosis with activation of the innate immunity system. Here, we have investigated (i)
gene expression of LOLR and LRPs in peripheral blood cells (PBLs) and in differentiated macrophages of young FH-patients; and (ii) whether
macrophage from FH patients have a differential response when exposed to high levels of atherogenic LDL. PBLs in young heterozygous geneti-
cally characterized FH patients have higher expression of LRP5and LRP6 than age-matched healthy controls or patients with secondary hyperc-
holesterolaemia. LRP1 levels were similar among groups. In monocyte-derived macrophages (MACs), LRP5 and LRP1 transcript levels did not
differ between FHs and controls in resting conditions, but when exposed to agLDL, FH-MAC showed a highly significant up-regulation of LRP5,
while LRPT was unaffected. PBL and MAC cells from FH patients had significantly lower LOLR expression than control cells, independently of
the lipid-lowering therapy. Furthermore, exposure of FH-MAC to agLDL resulted in a reduced expression of CD163, scavenger receptor with
anti-inflammatory and atheroprotective properties. In summary, our results show for first time that LRPs, active lipid-internalizing receptors,
are up-regulated in innate immunity cells of young FH patients that have functional LDLR mutations. Additionally, their reduced CD763 expres-
sion indicates less atheroprotection. Both mechanisms may play a synergic effect on the onset of premature atherosclerosis in FH patients.

Keywords: atherosclerosis @ macrophages e familial hypercholesterolaemia @ LRPs @ CD163

Introduction

Familial hypercholesterolaemia (FH) is an inherited disorder charac-
terized by high concentration of plasma low-density lipoprotein (LDL)
cholesterol levels, as result of mutations in the LDL receptor (LDLR)
that impair liver LDL clearance [1, 2], and less frequently by genetic
defects in the apolipoprotein B-100 (Apo B) or the protease PCSK9
[3]. High LDL-cholesterol (LDL-c) levels lead to deposits of choles-
terol in the arterial wall and promote atherosclerosis and the risk of
premature coronary heart disease (CHD) [4]. LDLR mutations include
null or defective functions for ligand-binding, transport, internalization
and recycling [5, 6]. Thus, LDLR mutations are a causal factor for
atherosclerosis and the development of cardiovascular disease [7-9].

*Correspondence to: Prof. Lina BADIMON
E-mail: Ibadimon@csic-iccc.org

© 2016 The Authors.

The atherosclerotic process, initiated by the accumulation of lipids
particularly LDL in the subendothelial space, proceeds with activation
of local inflammation and the innate immunity response [10]. LDL
retention by extracellular matrix proteoglycans favours its modifica-
tion to form aggregates (agLDL) [11, 12]. AgLDL is a potent inducer
of massive intracellular cholesteryl ester (CE) accumulation in macro-
phages (foam cells) [13-16]. Indeed, macrophages are the main
innate immunity cellular component of atherosclerotic plagues, lead-
ing to the proinflammatory response [17, 18]. In atherosclerotic pla-
ques, there are at least two distinct subtypes of macrophages (M1
and M2) [19]; the M2-macrophage phenotype is characterized by a
high cell surface expression of CD163 [20], a scavenger receptor
associated to oxidative stress resistance [21].

Several receptors have been shown to participate in the uptake of
modified LDL by human macrophages including the LDL-receptor-
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related proteins LRP5 [22] and LRP1 [16] and scavenger receptors
such as CD36 [23, 24] and MARCO [25].

Intracellular free cholesterol (FC) accumulation triggers a
decrease in cholesterol synthesis by 3-Hydroxy-3-methylglutaryl
coenzyme A reductase (HMGCR) and in LDLR expression [26, 27] by
inhibiting the sterol-regulatory element binding pathway (SREBP)
[28]. FC undergoes re-gsterification to cholesteryl fatty acids esters
(the ‘foam’ of foam cells) by acyl-CoA:cholesterol ester transferase
(ACAT) [29].

Our group has shown that LRP5 is involved in monocyte differen-
tiation into macrophage [30] and is up-regulated in macrophages
exposed to agLDL [22]. In vivo analyses in Lrp5 "mice fed a hyperc-
holesterolaemic (HC) diet showed that LRP5 deficiency increases the
development of aortic ath lerotic lesions, an athero-
protective role for LRP5 [31, 32]. LRP5 belongs to the LDL receptor
superfamily and shares common motifs including LDLR type A
repeats, EGF-like domains and brane anchors. | ingly,
we have shown that LRP1, another member of this family, is involved
in agLDL smooth muscle cell uptake leading to an increase intracellu-
lar CE accumulation [33, 34] and alteration in the phenotype and
functional capacity [35].

Because LDLR is down-regulated due to the excessive choles-

registry. All FH patients in the study had LDL-c levels within the patho-
logical range (>150 mg/dl). Patients included in substudy 1 were under
40 years of age and with very high fasting LDL-c plasma concentrations

ing to i | ideli [41). LDL-c levels were
227 = 4.6 mg/dl in substudy 1; 160 = 10.7 mg/dl in substudy 2 and
176 = 6.8 mg/dl in substudy 3. A similar pattern was observed for
total cholesterol (TC) that was significantly higher in patients of sub-
study 1 compared to those in substudies 2 and 3. On the contrary,
plasma HDL cholesterol and triglyceride were within the normal range
in all the groups included in the study (Tables S1-S3), independently of
the genetic diagnostic for FH and of treatment with lipid-lowering thera-
pies. As shown in Figure S1, two substudies were focused on peripheral
blood leucocytes (PBL) and the third substudy aimed at analysing
macrophages derived from isolated monocytes (MACs) obtained from
blood of FH patients and non-FH controls. The PBLs used in substudies
1 and 2 and macrophages in the substudy 3 were always obtained from
single different patients.

Neither the FH nor control groups included patients with pregnancy,
sepsis or infections and with history of cancer or suspected cardiovas-
cular events. The results of the study are presented in accordance with
STROBE guidelines, and the study was approved by the Local Ethics
C i of the ‘| Clinica Fundacion Jimenez Diaz (CEIC-
FJD)’ (protocol's number: 01/09) and was conducted according to the
Declaration of Helsinki, and a written informed consent was obtained

terol, lipid-loaded cells in the plaque need to uptake chol |
through additional receptors in order to internalize cholesterol and
contribute to plaque progression. FH patients, with mutations in the
LDLR gene affecting its function and life-long exposure to high LDL
levels, are at high cardiovascular risk (HCVR) and develop premature
coronary artery disease [36]. We have previously reported that FH
patients have a significant activation of the leucocyte-cell lineage with
increased levels of circulating cell-derived microparticles of monocyte
origin containing activation markers [37] which might directly con-
tribute to exacerbate a proinflammatory condition both in blood and
the vessel wall, facilitating the cellular crosstalk and delivery of para-
crine molecular effectors between cells.

Here, we have investigated the expression profile of the LDL-
receptor-related proteins (LRPs) in peripheral blood leucocytes and
monocyte-derived macrophages of FH patients and their relation with
their phenotype and function (lipid intake).

Materials and methods

Population study and experimental design

In this study, we investigated 205 individuals of the Familial Hyperc-
holesterolaemia SAFEHEART Cohort [38], distributed in three indepen-
dent substudies consisting of 60, 63 and 82 individuals, respectively, as
shown in Figure S1. SAFEHEART is an open, multicentre, long-term
prospective cohort study including patients with clinical and genetic
diagnosis of heterozygous FH [39, 40] and relatives with negative
genetic testing for FH, without or with secondary hypercholesterolaemia.
Baseline characteristics of the cohort population have been previously
described [38]. Information on sociodemographic, clinical and lipid-low-
ering treatment (LLT) data was obtained at the inclusion in the cohort

from all prior to the study.

Studies in PBL: substudies 1 and 2
Substudy 1: A young cohort (mean age: 35 years old) of 60 individuals
was investigated. FH patients were distributed in two groups (N =20 in
each group). A healthy control group was included for comparative pur-
poses (N = 20). Each one of the groups included 10 men and 10
women. Baseline characteristics (Table S1) show that the groups were
matched by age, gender and other demography parameters. Briefly, FH
groups consisted in patients with or without lipid-lowering treatment
(FH-LLT*, N = 20; FH-LLT  group, N = 20), but with very high LDL-c
levels in plasma (=180 mg/dl). The FH-LLT* group included FH cases
randomly chosen among those with a stable lipid-lowering treatment
(LLT") of at least 1 year before inclusion, according to clinical guideli-
nes [40, 42]. FH-LLT  referred to FH patients who did not receive any
lipid-lowering treatment over the same time period, but matched for
LDL-c levels similar to those from the FH- LLT* group. Individuals in
the control LLT  group (N=20) did not have LDLR mutations and
their LDL-c level was in the normal range (below 115 mg/dl). Except
for total cholesterol (TC) and LDL-c, the FH and control groups did not
differ in other lipid parameters, such as HDL cholesterol (HDL-c) or
triglycerides.

Substudy 2: A subgroup of FH patients (FH-AT; N = 37) with sub-
clinical carotid and aortic lesions ly evid
by magnetic resonance imaging (MRI) [36, 43] and a subgroup of con-
trol patients (non-FH) with secondary hypercholesterolaemia (sc-HC;
N=26) were i igated i ic and clinical ch i
tics of the FH-AT and sc-HC groups are summarized in Table S2. All
patients in the FH-AT and sc-HC groups received lipid-lowering treat-
ment (statins) according to guidelines. The groups did not differ in the
levels of TC, LDL-c and HDL-c, but the ratio TC/HDL-c was higher in
the FH-AT group than in patients with secondary hypercholesterolaemia.
In contrast, triglycerides plasma levels and the percentage of individuals
with obesity were significantly lower in the FH-AT subgroup.

© 2016 The Authors.
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Monocyte-derived macrophages (MACs): substudy 3
MACs were obtained from an independent subgroup of 62 FH patients
(31 men and 31 women) and 20 control individuals (11 men and 9
women) from the SAFEHEART Cohort. Mean age of the control and FH
groups at inclusion was of 46.5 years. FH patients were characterized
by LDL-c levels between 120 and 300 mg/dl and control individuals had
LDL-c levels ranging from 97 to 145 mg/dl (Table S3). Freshly isolated
were dif into MACs as d below.

Blood collection and sampling

Blood samples were withdrawn from the cubital vein without tourniquet
using a 20-gauge needle after 10-14 hrs of fasting. For the obtention of
peripheral blood mononuclear cells (PBMN), blood samples were col-
lected with a BD Vacutainer CPT System (Becton Dickinson) containing
sodium heparin as anticoagulant and a ficoll-hypague solution for cell
separation. Within 2 hrs of collection, blood samples were centrifuged
at 1500-1800 rcf (relative centrifugal force) and PBMN were obtained
by differential density gradient, as described by the providers. PBL-
derived RNA was directly obtained from blood samples collected in
PAXgene tubes and p ing to 's instructions.
For biochemical and DNA analysis, blood samples were collected with-
out anti or in EDTA- ining tubes [37]. All serum and
plasma samples were processed identically within 60 min. after extrac-
tion, aliquoted and frozen at —80°C, until required for analysis. DNA
was obtained from blood cells according standard procedures, using a
commercial kit (QiAmp Blood DNA Mini Kit, Qiagen, Germany) [44].

Biochemical and genotyping analysis

Enzymatic methods were used to measure serum total cholesterol (TC),
triglycerides (TG) and HDL-c. LDL-c was calculated by Friedewald for-
mula (LDL = TC — HDL — TG/5); C-reactive protein (CRP) and glucose
were quantified by standard laboratory methods, as previously
described [45]. Molecular genetic of FH was made using a
DNA microarray (LIPOchip, Progenika Biopharma; Derio, Vizcaya, Spain)
[46] and capillary sequencing by multiplex PCR conditions and
sequence reactions [47, 48]. Negative samples for the DNA array or
sequencing were also analysed for large deletions or insertions using
an adapted tat Itipl hy i

Primary cultures of human macrophages (MAC)

PBMN obtained by Vacutainer CPT System were suspended in RPMI-
1640-glutamax culture media supplemented with 10% (vol:vol) human
serum (group AB blood, Lonza; Basel, Switzerland), 100 U/ml penicillin/
streptomycin, 2 mM L-glutamine, 10 mM Hepes buffer (Gibco: Thermo
Fisher Scientific corporation: Waltham, MA, USA) (HS-media) and plat-
ted on 6-well polystyrene plates (Becton Dickenson: Franklin Lakes, NJ,
USA), to obtain a cellular density of 2 x10° monocyte/ml, as previously
described [49). After incubation for 24 hrs, non-adherent cells were
removed by gently washing and adherent monocytes were allowed to
differentiate into macrophages (MAC) for 7 days [50] changing the
media every 48 hrs. Thereafter, cells were incubated for further 24 hrs
in RPMI medium with 0.5% HS (minimal HS media). MACs were

© 2016 The Authors.
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incubated in minimal-HS medium with/without 100 pg/ml agLDL, for
24 hrs according to previous studies of our group [16, 22]. Cells were
then washed with phosphate buffer (PBS) and collected for RNA extrac-
tion. In specific subsets of experiments, LRP5 expression in human
MAC was silenced with a commercial siRNA (Silencer™ siRNA ID No:
$8293, Ambion; Invitrogen; Thermo Fisher Scientific corporation: Wal-
tham, MA, USA). Briefly, human macrophages obtained from buffy
coats were transfected with HiPerfect Transfection Reagent (Qiagen)
according to the manufacturer's instructions. After 24 hrs, cells under-
went the specified treatments and were collected. Silencer Selective
negative control siRNA (Ambion) was used as a control and did not
exert any effect on LRP5 mRNA expression.

LDL sample preparation and modification

LDL (density 1.019-1.063 g/ml) was prepared by ultracentrifugation from
pooled plasma-EDTA of normocholesterolemic volunteers [51]. LDL-pro-
tein concentration was determined using the bicinchoninic acid (BCA)
method (Pierce Chemical Company: Thermo Fisher Scientific corporation:
Waltham, MA, USA) and LDL purity assessed by agarose-gel elec-
trophoresis (SAS-MX Lipo-kit, Helena Biosciences:, Gateshead, UK). LDL
preparations were tested to exclude the presence of endotoxin (Limulus
b lysate test, BioWhil 3 MD, USA) and proved
to be negative in all cases. LDL used in the experiments was less than
48 hrs old. AgLDL were generated by vortexing LDL (1 mg/ml) according
to the method previously described by Guyton et al. [52] and as previ-
ously performed by our group [33]. This method has shown to produce
similar LDL aggregation as LDL versican incubation [53]. In all experi-
ments, LDL oxidation (before and after aggregation) was excluded by
i i ituric-acid-reacti (TBARS)
according Ohkawa et al. [54] with slight modifications [49).

Macrophage lipid staining

Human macrophages, treated with/without 100 pg/ml agLDL in culture,
were washed with PBS and fixed with 4% paraformaldehyde. Thereafter,
cells were progressively dehydrated with alcohol and stained with Herx-
heimer’s solution and Mayer's haematoxylin. Images were obtained
with an inverted microscopy ECLIPSE TS100 (Nikon; Tokyo, Japan) with
x300 magnification.

For quantification of lipid i human phages incu-
bated with/without agLDL were fixed with 4% paraformaldehyde, perme-
abilized with 0.5% Tween and incubated in blocking buffer (3% bovine
serum albumin in PBS) before adding 5 pl/ml medium of Dil (30 mg/ml
in DMSO, Sigma-Aldrich) for 1 hr, washed and covered with Prolong
Gold antifade reagent. Images of labelled cells were recorded on a Leica
inverted confocal microscope (Leica TCS SP2-AOBS; Leica: Wetzlar, Ger-
many) using the HCX PL APO 63x/1.2W Corr/0.17 CS objective. Images
were acquired in a scan format of 1024 x 1024 pixels in a spatial data
set (xyz) and processed with the Leica Standard Software TCS-AOBS.

Murine model

Homozygous wild-type C57BL/6 mice and Lrp5 / C57BL/6 mice were
used in the study. Lrp5 '~ mice, a kind gift from Dr. Bart Williams [55],

Journal of Cellular and Molecular Medicine published by John Wiley & Sons Ltd and Foundation for Cellular and Molecular Medicine.

129



RESULTADOS

were in a C57BL/6 backg . The animals housed in cages
under controlled temperature (21 = 2°C) on a 12 hrs light/dark cycle
with food and water ad libitum. At 10 weeks of age, animals were divided
into two groups to be fed with normal chow diet (NC) or with high-choles-
terol diet (HC, TD.88137, Harland Labs, Indianapolis, IN, USA) for further
8 weeks (7 mice/group). Composition of lipid profile was analysed as pre-
viously described [32]. At the end of the treatment period, blood was
obtained by cardiac puncture under terminal anaesthesia (1 mg/kg Medeto-
midine and 75 mg/kg Ketamine, ip), before surgical excision. Blood sam-
ples (400 ul) were collected in PAXgene tubes to extract blood-derived
mRNA. Thereafter, aortas were dissected and carefully cleaned of adventi-
tial tissue under a py py. Al p! fulfilled the cri-
teria established by the ‘Guide for the Care and Use of Laboratory Animals’,
and the study protocol was approved by the Hospital de la Santa Creui Sant
Pau Animal Research Committee (ICCC051/5422).

Real-time PCR analysis

Total RNA from human macrophages was extracted using the mirVana
miRNA Isolation Kit (Ambion). RNA extraction from PBL of human and
mice samples was performed with the PAXgene blood RNA kit (PreAna-
IytiX, Qiagen/Becton Dickenson), according to manufacturer's instruc-
tions. RNA concentration was determined with a NanoDrop ND-1000

p (NanoDrop T ies; Thermo Fisher Scientific
corporation; Waltham, MA, USA), and purity was checked by the A260/
A280 ratio. Reverse transcription of genes was performed with the High
Capacity cDNA Reverse Transcription Kit followed by Tagman real-time
PCR amplification, according to the manufacturer’s instruction (Applied
Biosystems). Genes expression were analysed by specific primers
(Applied Biosystems: Foster City, CA, USA) for LRP5 (Hs00182031_m1;
Mm01227476_m1), LRP1 (Hs00233856_m1; Mm00464608_m1), LDLR
(Hs01092524_m1; Mm01177349_m1), HMGCR (Hs00168352_m1; MmO
1282499_m1), LRP6 (Hs00233945_m1; MmO00999795_m1), CD163
(Hs00174705_m1; Mm00474091_m1), CD36 (Hs01567185_m1) and
MARCO (Hs00198935_m1). Samples were analysed in duplicates, and only
mRNAs with expression levels below 32 cycles were accepted. PIK3C2A
(Hs00153223_m1) and 18S-RNA (4333760F) were used as endogenous
internal controls to normalize the mRNA expression levels for human [49]
and mouse samples, respectively. Data were analysed by SDS 2.4, RQ Man-
ager 1.2.1 and DataAssits v3.0.1 software. (Applied Biosystems: Foster City,
CA, USA).

Immunohistochemistry

Serial sections (5 um thick) of paraffin-embedded mouse aortas were
placed on poly-L-lysine-coated slides, deparaffinized and treated with
H,0, for suppression of p activity. hi
chemical analysis was performed with the avidin-biotin immunoperoxi-
dase techni as p ly described [56]. Samples were analysed
for Apo B (rabbit-polyclonal anti-apolip in B; dilution 1:100;
Abcam, ab20737, Abcam: Cambridge, UK), LRP5 (rabbit-polyclonal anti-
LRP5; dilution 1:50; Abcam, ab38311) and MAC387 that is a marker for
tissue infiltrating monocytes [57, 58] [anti-Macrophage antibody
(MAC387); dilution 1:100; Abcam, ab22506). Images were captured and
digitized using a Nicon Eclipse 80i microscope and a Retiga 1330i Fast
camera. Controls without primary antibodies were run with each set of
specimens and showed no labelling background.

Determination of free and esterified cholesterol
content

siRNA-LRP5 and siRNA-random treated human MACs were incubated
for 8 hrs with 100 or 400 pg/ml agLDL. Cells were serially washed with
PBS, PBS/1% BSA and PBS/1%BSA/heparin 100 U/ml and harvested
into NaOH 0.1N. Lipid extraction and thin-layer chromatography were
performed as previously described [59, 60). The spots corresponding to
free cholesterol (FC) and cholesteryl esters (CE) were quantified by den-
sitometry against a standard curve of cholesterol and cholesterol palmi-
tate, respectively, with the use of a { i M
Dynamics: Sunnyvale, CA, USA).

Statistical analysis

Data are expressed as mean = SEM (standard error of the mean),
except when indicated. Minimal required sample size was calculated
according Noordzij ef al [61]. A test for normality was performed
using Shapiro-Wilk test. Outlier values were excluded by Chauvenet's
criterion. The statistical significances between two groups were deter-
mined with Mann-Whitney U-test and multiple comparisons by
Kruskal-Wallis test, and when significant, Bonferroni post hoc analysis
was used to assess intergroup differences. Categorical variables (gen-
der, risk factors and medication) were compared using a Chi-square
analysis of frequencies. Strength of the association between continu-
ous variables was calculated by Spearman’s correlation coefficients.
Statistical analysis was performed with Stat View 5.0.1 (Abacus con-
cepts; Piscataway, NJ, USA) and SPSS Statistics Version 21.0.0
(SPSS, Chicago, IL, USA). A P<0.05 was considered statistically
significant.

Results

LRP expression levels in PBL from FH patients

To explore whether transcriptional levels of cell-membrane receptors
involved in LDL uptake are affected in the PBL fraction of FH patients,
we analysed mRNA -expression of LRP1, LRP5, LDLR and HMGCR
by real-time PCR in the three groups of young individuals (control
non-FH-LLT~, FH-LLT™ and FH-LLT*), with an average age of
35 years. As shown in Table 1, LRP5 gene expression level was
higher in FH-LLT™ patients compared with controls (control LLT",
P = 0.040). In contrast, controls and FH-LLT* patients showed simi-
lar results. PBL from FH-LLT™ patients showed higher LRP5 gene
expression than those from the FH-LLT* group (P = 0.016), although
LDL-c levels did not differ significantly between FH-LLT* and FH-LLT

groups (groups matched for this variable). Similarly, PBL of FH-LLT

patients showed an increased expression for LRPT (P = 0.044) when
compared with FH-LLT". Differences in LRP1 levels between FH-LLT

and healthy controls did not achieve statistical significance. LOLR and
HMGCR gene expression levels were significantly decreased in PBL
from FH patients with respect to the healthy controls, independently
of the lipid-lowering therapy (FH-LLT: LDLR, P=0.043 and
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Table 1 Expression level of LDL receptors and HMGCR in
peripheral blood leucocyte (PBL) of young FH patients and healthy
matched controls

Genes Control LLT— FH-LLT— FH-LLT*

LRP1 78.7 + 3.0 90.3 + 5.8 77.5 3.5
LRPS 742 £ 23 824 + 29" 736 £29
LDLR 90 + 4.1 771 +42° 75.3 + 4.6*
HMGCR 11.7 £ 0.6 9.8 £ 0.5* 9.7 + 0.6*

Gene expression levels in PBL. Control LLT~ versus FH-LLT* and FH-
LLT~ group. N = 20/group. Real-time PCR analysis normalized to
PIK3C2A by calibration curve. Results are shown as mean+SEM in
relative units x 100.

*P < 0.05 versus Control.

P < 0.05 versus FH-LLT*.

HMGCR, P=0.034; FH-LLT": LDLR, P=0.020 and HMGCR,
P=0.012).

In addition, levels of LRP5, but not LARP1, were significantly
higher in FH patients (FH-AT group) than in non-FH patients (sc-HC)
(Table 2). In addition, the FH-AT group had significantly higher LRP6
levels compared with their hypercholesterolaemic non-FH controls.
LRP6 is a protein with high homology to LRP5 and both receptors
carry out redundant functions [62]. Overall, LRP5 expression levels in
PBL were significantly higher in FH patients (¥ = 77) than in the non-
FH (N = 46) (86.8 + 2.3 versus 78.8 + 2.8, P=0.019). Therefore,
LRP5-dependent signalling pathways are increased in the leucocytes
of patients with FH.

LRP5 expression levels and atherosclerotic
burden in FH patients

Overexpression of LRPS is found in infiltrated macrophages of
human advanced coronary atherosclerotic plaques [22], and LRP1-
overexpression has been reported in atherosclerotic lesions both in
animal models and human lesions [63-66]. Interestingly, in PBL of
FH patients with atherosclerotic lesions (FH-AT), the expression
level of transcripts for LRP1, LRP5 and LRP6 was similar in

Table 2 Expression level of low-density lipoprotein receptor-related

protein in (PBL) in MRI characterized FH patients and
hyperch ic non-FH hed controls

Genes sc-HC FH-AT

LRP1 727 + 39 78.8 £ 3.2
LRPS 819 + 44 95.1 + 3.5*
LRPE 85.2 £ 5.0 109.5 + 5.6*

Gene expression levels in PBL. sc-HC (N=26) versus FH-AT
(N = 37). Real-time PCR analysis normalized to PIK3C2A by calibra-
tion curve. Results are shown as mean+SEM in relative units x100.
*P < 0.05 versus sc-HC.

© 2016 The Authors.
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patients with atherosclerotic burden in one or more arterial beds
(Fig. S2).

LRP5 is up-regulated in monocyte-derived
macrophages from FH patients after agLDL
exposure

Next, we investigated if cell-membrane receptors participating in the
uptake of LDL are differently expressed in macrophages from FH
patients. To this aim, LRP1, LRP5, LDLR and HMGCR were analysed
by real-time PCR in agLDL-loaded macrophages of control (healthy
individuals, N = 20) and FH patient (N = 62). At baseline, expression
levels of LARP5 did not differ significantly between macrophages
obtained from controls and FH patients (Fig. 1A); however, FH-MACs
showed a significant increase in LRP5 gene ftranscription when
exposed to agLDL (1.63-fold increase; P < 0.001), an effect that was
also found, although with lower intensity level, in control MACs (1.40-
fold increase; P = 0.045). The induction of LRP5 by agLDL was sig-
nificantly higher in FH-MACs than in control MACs (1.35-fold,
P =0.049).

LRPT transcription levels in human macrophages were much
higher than those of LRP5, and they were minimally affected by expo-
sure to 100 ug/ml agLDL. In FH-MACs, LRP1 expression levels were
slightly, but significantly, reduced from baseline value (7%,
P =10.032) in LDL-exposed cells (Fig. 1B). LOLR mRNA expression
level in FH-MACs were 26% lower than in control MACs (P = 0.011).
LDLRtranscription level was further reduced in FH-MACs after expo-
sure to agLDL (1.5-fold, P < 0.001) (Fig. 1C), effect that was not
observed in macrophages from healthy individuals. Similarly, HWGCR
mRNA expression level was significantly decreased in FH-MACs
(1.56-fold, P < 0.001) after exposure to agLDL (Fig. 1D). In the pres-
ence of agLDL, transcription levels of both LOLR and HMGCR were
significantly reduced in FH-MACs when compared with non-FH-MACs
(45%, P=0.023 and 40%, P=0.009, respectively). To examine
whether the FH background affected the response to agLDL of scav-
enger receptors, MARCO and CD36, as representative class A and
class B scavengers associated with development of atherosclerotic
lesions, were analysed. As shown in Figure 1E and F, neither control
MACs nor FH-MACs showed statistically significant changes in
MARCO and CD36 mRNA-expression levels after 24-hr exposure to
agLDL.

Lipid staining in macrophages of patients with
FH

Internalization of 100 pg/ml agLDL was analysed in control MACs
and FH-MAGCs by staining for total lipids. In control conditions, with-
out agLDL loading, the lipid content was negligible in control MACs
and had a low intensity stain in FH-MACs. In contrast, when agLDL
was added to the medium, there was a strong lipid staining in both
control and FH-MACs (Fig. 2A). These results show that FH-MACs
retain the capability to internalize LDL, a process that in these cells
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that have down-regulated expression of LDLR may be produced by
overexpression of LRPS.

LRP5 silencing decreases CE accumulation after
agLDL treatment in human macrophages

To proof that LRP5 is involved in intracellular cholesterol accumulation,
SiRNA-LRPS and random siRNA-treated control MACs were incubated
with agLDL and labelled with Dil. As shown in Figure 2B, cells exposed
to agLDL showed a strong vesicular Dil labelling (fluorescence signal

>2-fold higher than without LDLS); however, the intensity of Dil label-
ling was significantly reduced in MACs with silenced LRP5 expression
indicating a reduced uptake of LDL in LRP5-silenced MACs (P < 0.05
versus controls). Analysis of intracellular esterified (CE) and free (FC)
cholesterol by thin-layer chromatography (Fig. 2C) further demon-
strated that silencing of LRP5 interferes with lipid uptake in MACs.
Thus, exposure of macrophages to agLDL induced a dose-dependent
intracellular CE accumulation (100-400 pg/ml agLDL), whereas silenc-
ing LRP5 expression significantly reduced CE internalization (P < 0.05
versus non-LRP5 silenced cells) in MACs exposed to 400 pg/ml
agLDL. In summary, LRP5 internalizes cholesterol in human MACs.
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AgLDL affects LRP5 expression in FH
macrophages independently of LDLR expression

The heterogeneity of LDLR mutations among FH patients in the SAFE-
HEART cohort and the predicted effects of the different mutations on
LDLR functionality are listed in Table S4. Patients with mutations
entailing a shift reading frame (V= 10) or mutations entailing an
early stop codon leading to lack of protein (V= 12) were included in
the FH-LDLR-null group (FH null; N = 22), whereas the FH-LDLR-
non-null group consisted of patients (FH non-null; N/ =40) with
mutations on the promoter (N = 4), mutations entailing an amino
acid change (N = 15), mutations with a splicing change (¥ = 9) and
other mutations inducing the production of a mutated protein
(N = 12). At baseline, FH non-null and FH null groups did not differ in
the expression levels of the LRPs (LRPS5, LRP1) neither in the expres-
sion of scavenger receptors (MARCO, CD36) (Fig. S3). LRP5 expres-
sion levels were increased 1.78-fold (P < 0.001) and 1.63-fold
(P =0.023) in MACs from non-null and null patients, respectively, in
the presence of agLDL (Fig. S3A). The degree of the increase did not
relate to the severity of the gene mutation (null versus non-null,
P=0.446). Interestingly, LRP1 expression level was significantly
reduced in lipid-loaded macrophages of FH non-null patients (91% of
baseline value: P = 0.012), whereas this effect was not found in the
FH null group (Fig. S3B). On the contrary, the transcriptional pattern
of MARCOand CD36 in response to agLDL did not difer significantly
between the FH non-null and the FH null groups (Fig. S3C and D).

© 2016 The Authors.

LRP5 is highly expressed in macrophages of FH
patients with low LDLR levels

FH-MACs with LDLR gene expression below and above the median
value as cut-off level (mRNA level [2-*]: 0.112) showed different
LRP5 expression pattern in response to agLDL. As shown in
Figure 3A, the increase in LRP5 mRNA expression due to agLDL
internalization was significantly more evident in those cells obtained
from patients with lower LDLR levels. Contrarily, changes to baseline
in LRP1 gene expression after exposure of macrophage to agLDL did
not relate to the LDLR levels (Fig. 3B). In addition, there was a nega-
tive correlation between LRPS5 and LDLR gene expression levels in
lipid-loaded macrophages from FH patients (Fig. 3C), whereas no sig-
nificant correlation was found between LAP7 and LDLR mRNA
expression levels (Fig. 3D). In summary, LRPS seems to substitute
LDLR in uptaking lipids in macrophages of FH patients.

CD163 expression is down-regulated in
macrophages of FH patients

We have recently shown that LRP5 expression in human macrophages
associates with the patrolling/non-inflammatory CD16* phenatype
(M2-macrophages) [67]. Here, we investigated whether FH affects the
expression of the scavenger receptor CD163, also associated to the M2-
macrophage phenotype. CD763 expression level did not show significant
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changes in control MACs exposed to agLDL (P = NS), but it was signifi-
cantly decreased in FH-MACs (11.29 + 0.89 versus 14.51 + 1.16,
P = 0.030). Furthermore, CD163 showed a significantly lower expression
in FH-MACs than in control MACs in the presence of agLDL (1.42-fold
decrease, P=0.034) (Fig. 4A). In FH patients, CD163 transcription
decreased in the most severe forms of LOLR mutation (% decrease FH
null versus FH non-null: Basal, 38%, P = 0010 and agLDL, 32%,
P=0.022). FH non-null patients showed a statistically significant
decrease in CD163expression by exposing macrophages to agLDL (25%
decrease, P = 0.045) (Fig. 4B). In summary, these results indicate that

LDLR mRNA expression (2-%)
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macrophages of FH patients have less capacity to elicit CD163-mediated
anti-inflammatory responses in the presence of high LDL levels.

LRP5 expression is up-regulated in PBL of
hypercholesterolaemic mice

We have shown the increased expression of LAP5 in PBLs of FH
patients that have been exposed to a life-long exposure to high LDL
levels due to mutations in the LDLR gene. Here, we induced
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hypercholesterolaemia in homozygous wild-type C57BL/6 mice (Wt)
and in Lrp5 /- C57BL/6 mice by feeding a cholesterol-rich diet. We
analysed PBL-gene expression of Lrp1, Lrp5, Lrp6, Ldlr, Hmgcr and
Cd163. Wt-mice fed a high-cholesterol diet (HC) for 8 weeks showed
a significant but moderated increase in plasma TC respect to normoc-
holesterolemic (NC) animals (ATC = 62.5 mg/dl, P < 0.005) [32].
Gene expression levels of LRPs were increased in PBL of HC mice
(Fold change Lrpt: 2.0-fold, P = 0.037; Lrp5: 3.30-fold, P = 0.002,
Lrpé6. 2.0-fold; P = 0.022). High cholesterol levels induced down-reg-
ulation of Ldlr (P = 0.028), as expected, and Hmgcr gene expression
levels were not significantly changed (Fig. 5A-E). In addition, PBLs in
the HC group showed 2-fold decrease in the mean Cd163-expression
level, although the difference with the NC-group did not achieve sig-
nificance (Fig. 5F).

In contrast to Wt-mice, Lrp5/ animals showed a high increase in
plasma TC after 8 weeks under hypercholesterolaemic diet when com-
pared with NC- Lrp5~"~ mice (ATC = 140.0 mg/dl, P < 0.005) [32].
Besides, Cd163 was significantly increased in LRP5-deficient (L5 ")
mice compared with the Wt in both normocholesterolemic and hyperc-
holesterolaemic animals (>2-fold increase; P < 0.049; Fig. S4).

To determine if the increased Lrp5 gene expression levels
observed in cultured MACs were also observed in vivo, we performed
immunohistochemistry analysis of mice aortas at the proximal side of
the aortic arch, the area with the strongest staining for lipids using
Oil-red-0 (ORO) in the hypercholesterolaemic mice (data not shown).
As shown in Figure 5G, Apo B infiltration was evident in the aorta of
mice fed a hypercholesterolaemic diet (brown signals in Fig. 5G-a).
Immunostaining for LRP5 in adjacent sections of the aorta depicted a
similar positive distribution pattern, especially at the lumen side in
areas underlying the endothelium with adhered monocytes (MAC387

© 2016 The Authors.

J. Cell. Mol. Med. Vol XX, No X, 2016

B 3.0 P=0.002 C 3.0 D 30 P=0028
§ 25 5 25 § 25
H @ P=0022 @
g 20 g 201 '/ £ 20
3 £ 5
& 15 s 2 s
A g F
%10 T 10 T 10
(3 =
%n.s £ oos S s
X X 0.0 +
*9°"NC He %7 "NC He NC HC
F 40- G Apo B
0.8 &Y
N
-z§
0.6 s
« L &
< :
. oo
Z 04 =
= 4
2 @
g %% b
Q L
0.0 _ S
NC HC o)

positive cells), that were strongly positive for Apo B and LRP5 (com-
pare Fig. 5G-a and b).

Discussion

Severe hypercholesterolaemia is a known causal factor for atheroscle-
rosis and cardiovascular disease [68], caused by genetic defects in
the catabolism of LDLs, leads patients to long-term exposure of high
plasma cholesterol levels and consequently to high risk of presenting
coronary heart disease and its clinical manifestation of myocardial
infarction at young age.

Atherosclerosis is a chronic inflammatory process that involves
LDL infiltration and activation of the innate immunity. It is character-
ized by the development of lipid-rich lesions in the arterial wall, in
which monocyte-derived lipid-laden macrophages are frequently
found. LRPs are present in human atherosclerotic lesions in associa-
tion with VSMC and macrophages [16, 22, 69]. Here, we provide evi-
dence that bloodstream PBL in young heterozygous FH patients with
genetically characterized LDLR mutations have higher expression of
LRP5 than age-matched healthy controls or patients with secondary
hypercholesterolaemia. This increase went along with an increase in
its highly homologous receptor LRP6. Experimental studies in mice
models selectively lacking either LRP5 or LRP6 suggest an overlap-
ping of their biological roles [62]. Differences in the sensitivity to
plasma LDL levels might account for the lower response of LRPT
mRNA expression to the hypercholesterolaemic background in our
heterozygous FH patients. This might explain the apparent discrep-
ancy between our findings and those reported by Mosig et al. [70,
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71] about the increasing expression of LRP1 in blood isolated mono-
cytes of FH patients with high degree of disease severity (50%
patients with a homozygous pattern). In this respect, gene transcrip-
tion changes in PBL were more evident for Lrp5 (>3-fold) than for
Lrp1 (2-fold) in our diet-induced hypercholesterolaemic mice model.
A key pathogenic event in the development of atherosclerosis
is the retention of lipoprotein particles in the vessel wall where
they are aggregated and anchored to proteoglycans of the suben-
dothelial matrix [35, 72]. Macrophages attempt to clear the parti-
cles and become filled with esterified cholesterol droplets. We and
others have demonstrated that LRPs play a crucial role in the
uptake of agLDL either in vascular smooth muscle cells or in
macrophages [33, 73]. Moreover, our group has reported a higher
efficacy of LRP5 than LRP1 for promoting CE accumulation in
human macrophages [22] which was related to an early saturation
of LRP1 lipid uptake activity. Here, ding these p find-

and anti-atherogenic effects associated to canonical Wnt/p-catenin
signalling.

Blood monocytes recruited and infiltrated in the arterial intima dif-
ferentiate into various subtypes of macrophages that are character-
ized by their surface epitopes and cell-membrane receptors. In a
recent study, we have reported a significantly higher LRP5 expression
in macrophages derived from CD14*CD16" patrolling monocytes than
in those derived from pro-inflammatory CD14‘CD16~ monocytes
[67]. We have also shown that a higher number of monocytes differ-
entiate towards a CD16* phenotype in the presence of native LDL
[49]. Macrophages CD16" are usually related to a mature M2-pheno-
type, also characterized for being positive for CD163 [20] a scavenger
receptor of the haemoglobin-haptoglobin complex involved in haeme
catabolism through a process mediated by regulation of the haeme
oxygenase-1 (HMOX1) expression [79]. The presence of CD163

p in human atherosclerotic lesions has been also associ-

ings, we provide evidence that the exposure of macrophages to
agLDL for prolonged periods of time results in a transcriptional
up-regulation of LRP5 but not of LRP1, effect that was more evi-
dent in FH patients than in healthy individuals. It is interesting to
note that the agLDL-induced up-regulation of LRP5 was signifi-
cantly larger in FH patients with lower LDLR expression levels, an
effect that was not observed for LRP1.

The relevance of other LDL-binding receptors for the uptake of
agLDL in macrophages has not yet been well defined. In this study,
macrophage scavenger receptors as MARCO or CD36 did not show
any consistent changes at the transcriptional level in response to
agLDL and to the level of intracellular CE, either in FH or in healthy
volunteers. These findings strongly reinforce the relevance of LRP5 in
maintaining the capacity of monocytes and macrophages to internal-
ize LDL in FH patients and therefore promote lipid clearance from the
arterial intima and eventually contributing to plaque formation when
the pathways gets saturated. In line with these results, diet-induced
hypercholesterolaemic mice showed a strong colocalization of Apo B
and LRP5 positive signals within the arterial intima as well as in
monocytes adhered to the vascular endothelium. The importance of
LRP5 in agLDL internalization in human macrophages is supported
by the finding that LRP5 silencing results in low intracellular lipid
accumulation and a reduced CE content. However, the contribution of
LRP5 to atherosclerosis is still not well defined and its function may
depend on cell lineage. The contribution of LRP5 to cholesterol meta-
bolism was previously suggested by the observation that ApoF
LRP5 "~ mice have larger atherosclerotic lesions than their ApoF :
littermates [74]. Beyond its role in promoting lipid internalization,
increased expression of LRP5 also induces the activation of canonical
Wht signalling [22, 31]. In macrophages, canonical Wnt signalling is
thought to promote cell motility through a p-catenin-dependent
mechanism [75]. Using a systems biology approach, Ramsey et al.
reported the up-regulation of the canonical Wnt signalling down-
stream effector B-catenin within macrophage-rich regressing plagues
in two mechanistically distinct lipid-lowering mouse models of plaque
regression [76]. Supporting these finding in animal models, human
LRPE genetic variants that impair Wnt/B-catenin signalling have been
associated with increased risk of carotid atherosclerosis [77] and
early coronary artery disease (78] in humans, suggesting protective

10

ated with anti-inflammatory properties mediated through IL10 [21],
and studies in mice Apof - models have associated plaque regres-
sion with the presence of M2 macrophage expressing CD163 [80-
82]. Aithough differentiation of monocytes into macrophages is likely
to be terminal, macrophages have the ability to switch phenotype and
functional characteristics in response to external signals. It is inter-
esting to note that macrophages derived from monocytes of FH
patients have decreased expression of CD763 when exposed to
agLDL, an effect that was not evident in macrophages from healthy
individuals, suggesting a lower HMOX1 mediated atheroprotective
potential in FH. Indeed, FH patients carrying a null-mutation and
therefore with a long-life exposure to high LDL levels and a severe
atherogenic background were those with lower CD763 levels, both in
the absence and in the presence of agLDL. In accordance, monocytes
exposed to native LDL in atherogenic concentration during differentia-
tion into macrophages also lose surface expression of CD163 [49].
Moreover, inverse translation studies in mice also showed a trend to
lower levels Cd763-PBL in diet induced mildly hypercholesterolaemic
animals, and Cd7163-expression was highly up-regulated in mice lack-
ing Lrp4, suggesting a direct relationship between high LRP5and low
CD163 levels in macrophages of FH patients.

Taken in account the above results, we could hypothesize that
higher levels LRPS and lower levels of CD163 in arterial macrophages
might account for the higher atherosclerotic burden in FH patients when
compared with individuals within the same age interval and similar risk
factors for atherosclerosis beyond the genetic diagnostic of FH [36].

In conclusion, our results show for first time that other members
of the LDL receptor family such as LRP5 and LRP6 are highly active
lipid internalization receptors in cells of the innate immunity system
in FH patients. Macrophages derived from mononuclear cells that
were formed and circulated in a niche of high LDL concentrations
have down-regulated LDLR but retain the LDL internalization function.
LRP5 and LRP6 are the receptors responsible for lipid inten
in FH macrophages. FH macrophages seem to present lower anti-
inflammatory activity and less capacity of protection against LDL-
mediated oxidative stress due to their lower content in the scavenger
receptor CD163, contributing therefore to the premature development
of atherosclerosis in these patients. Further studies are warranted to
evidence the redundancy of lipid internalization/receptor function,
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their co-adaptors and monocyte/macrophage polarization characteris-
tics in FH patient’s cells and their contribution to atherosclerotic vas-
cular remodelling and progression.
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Supplementary Figure 1. Schematic diagram representing the study design with 205 subjects of the

SAFEHEART Cohort

FH: Familial hypercholesterolemia; HC: hypercholesterolemia; Mut (+): With LDLR mutation, Mut (-):
Without LDLR mutation, LLT (+): with lipid-lowering treatment, LLT (-): without lipid-lowering
treatment. Secondary HC is shown in manuscript as sc-HC.
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Supplementary Figure 2. LRPS expression in PBL from FH-AT patients

Box and whisker plot of LRP1, LRP5 and LRP6 mRNA expression associated to atherosclerotic plaque
burden in FH-patients. Horizontal doted lines indicate median levels of mRNA expression (2-4°) of the
control sc-HC group for LRP1 (68), LRP5 (79), and LRP6 (84). Thirty FH-AT patients only had one
vascular bed affected (aortic or carotid) and 7 patients had atherosclerotic burden in the aortic and
carotid beds. Values are give as median and interquatile range. Differences between groups are not
statistically significant (U-Mann Whitney).
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Supplementary Figure 3. mRNA expression levels of LRPs and scavenger receptors in
macrophages of FH-patients according their genetically characterized ldlr-mutation.
Macrophage from LDLR-non-null (FH non-null, N=40) and LDLR-null (FH null, N=22) FH-
patients were incubated with 100pg/mL agLDL for 24 hours. mRNA expression was
quantified by real time PCR in sample duplicates. Bars represent meantSEM. Only p-values
<0.05 are shown.
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Supplementary Figure 4. Cd163 expression is upregulated in PBLs of Lrp5* mice.
Differential expression of Cd163 in PBLs of wild type (Wt) and LrpS5” (Ko) mice fed
hypercholesterolemic (HC) and normocholesterolemic (NC) diet. Real-time PCR in
duplicates and normalized to 18S (N= 7 mice/group). Bars represent mean+SEM. Only p-
values <0.05 are shown.
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Supplementary Table 1. Clinical characteristics of Control-LLT,, FH-LLT* and FH-LLT-

donors for studies on peripheral blood leukocytes (PBL).

Control-LLT FH-LLT* FH-LLT Statistics
n=20 n=20 n=20

Age (years, mean + SEM) 35+2 37+2 34 +1 p=0.501
Male/Female, n 10/10 10/10 10/10
Body mass index (Kg/m?, mean + SEM)  23.3%0.9 24.7 1.1 24.6+0.9 p=0.646
Waist to height ratio (mean + SEM) 05103 0.48 £0.2 0.47 £ 0.1 p=0.973
Risk Factors, n(%)
Diabetes mellitus 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
Systemic hypertension 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
Obesity (BMI>30) 1 (5%) 3 (30%) 2 (10%) p=0.574
Current tobacco consumption 5 (25%) 9 (45%) 9 (45%) p=0.324
Lipid-lowering therapy, n(%)
Statins 0 (0%) 20 (100%) 0 (0%) p<0.001
Ezetimibe 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
Statin treatment time (years, mean + SEM) 0 15+ 1 0 p<0.001
Clinical data (mean + SEM)
Total cholesterol (mg/dL) 167.9 £4.2 296.9+ 757 3029 +6.47 p<0.001
LDL-cholesterol (mg/dL) 92.7+3.4 222.7 + 67 231.3 +6.97 p<0.001
HDL-cholesterol (mg/dL) 60.1+4.3 55.9 +3.4 53.6 + 2.4° p=0.749
Non-HDL-cholesterol (mg/dL) 107.8 £3.3 240.9+7.19 2493 +6.47 p<0.001
TC/HDL-cholesterol ratio 28+ 0.1 5.6 +0.32 5.9+0.3 p<0.001
Triglyceride (mg/dL) 75.1 £ 8.1 90.5 +10.1 87.2+8.6 p=0.251
Hight-sensitive CRP (mg/dL) 1.7 0.4 2.8 +0.9 1.6 +0.3 p=0.701
Fasting plasma glucose (mg/dL) 824+ 24 779 £21 791+ 1.9 p=0.385

Control-LLT- group: healthy subjects without lipid-lowering therapy, FH-LLT* and FH-LLT- group:
FH-patients with or without LLT; BMI: body mass index; LDL: low-density lipoprotein; HDL: high-
density lipoprotein; TC: total cholesterol and CRP: C-reactive protein. ¢ p-values respect to Control-

LLT- group.
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Supplementary Table 2. Clinical characteristics of sc-HC and FH-AT donors
for studies on peripheral blood leukocytes (PBL).

’:;';g Fn"ig;r Statistics
Age (years, mean + SEM) 56 +3 44 +2 p=0.001
Male/Female, n 10/16 19/18 p=0.312
Body mass index (Kg/m?, mean + SEM)  282+1.3 26+0.7 p=0.138
Waist to height ratio (mean + SEM) 0.57 0.2 0.50 £0.01 p=0.004
Risk Factors, n(%)
Diabetes mellitus 2 (8%) 0 (0%) p=0.086
Systemic hypertension 5 (19%) 4 (11%) p=0.347
Obesity (BMI>30) 10 (38%) 3 (8%) p=0.003
Current tobacco consumption 7 (27%) 13 (35%) p=0.491
Lipid-lowering therapy, n(%)
Statins 26 (100%) 37 (100%)
Ezetimibe 2 (8%) 13 (35%) p=0.012
Statin treatment time (years, mean + SEM) 12 +1 129 p=0.626
Clinical data (mean + SEM)
Total cholesterol (mg/dL) 2125+75 2329+12.6 p=0.418
LDL-cholesterol (mg/dL) 136.2+6.8 160.1+ 10.7 p=0.133
HDL-cholesterol (mg/dL) 56.4+28 49.6+2.1 p=0.077
Non-HDL-cholesterol (mg/dL) 156 + 7.2 182 +12.2 p=0.176
TC/HDL-cholesterol ratio 39+0.2 4.9+03 p=0.036
Triglyceride (mg/dL) 99.2+95 39+6.4 p<0.001
Hight-sensitive CRP (mg/dL) 3.1+£0.9 29+0.6 p=0.469
Fasting plasma glucose (mg/dL) 92.3+38 874132 p=0.459

Sc-HC group: Subjects with secondary hypercholesterolemia and FH-AT group: FH-
patients with atherosclerotic lesion analyzed with magnetic resonance image; BMI: body
mass index; LDL: low-density lipoprotein; HDL: high-density lipoprotein; TC: total
cholesterol and CRP: C-reactive protein.
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Supplementary Table 3. Clinical characteristics of control and FH donors
for studies on monocyte differentiation to macrophage.

c::tzr:l nzzz Statistics
Age (years, mean + SEM) 47+3 46 £ 2 p=0.888
Male/Female, n 11/9 31/31 p=0.697
Body mass index (Kg/m?, mean + SEM ) 256 +1.1 26.9+0.7 p=0.483
Waist to height ratio (mean + SEM) 0.53 £0.02 0.56 + 0.01 p=0.329
Risk Factors, n(%)
Diabetes mellitus 0 (0%) 3(4.8%) p=0.316
Systemic hypertension 1 (5%) 6 (9.7%) p=0.515
Obesity (BMI>30) 4 (20%) 13 (21%) p=0.325
Current tobacco consumption 8 (40%) 19 (30.6%) p=0.438
Lipid-lowering therapy, n(%)
Statins 9 (45%) 62 (100%) p<0.001
Ezetimibe 0 (0%) 2 (1.2%) p=0.416
Statin treatment time (years, mean + SEM) 3 +1 15 +1 p<0.001
Clinical data (mean * SEM)
Total cholesterol (mg/dL) 188.3+4.6 2436 +£7.4 p<0.001
LDL-cholesterol (mg/dL) 1176+ 4 176.7 + 6.8 p<0.001
HDL-cholesterol (mg/dL) 47226 49+1.3 p=0.496
Non-HDL-cholesterol (mg/dL) 141.1+4 195+7.4 p<0.001
TC/HDL-cholesterol ratio 42+02 52102 p=0.003
Triglyceride (mg/dL) 135.9+23.6 89.3+6.5 p=0.063
Hight-sensitive CRP (mg/dL) 21+04 1.5+0.2 p=0.457
Fasting plasma glucose (mg/dL) 80.2+2.4 81.4+1.7 p=0.756

Control group (C-MAC): healthy subjects with or without lipid-lowering therapy
(LLT); FH group (FH-MAC): FH patients with LLT; BMI: body mass index; LDL:
low-density lipoprotein; HDL: high-density lipoprotein; TC: total cholesterol and CRP:

C-reactive protein.
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Supplementary Table 4. FH genotypes according to location

of LDLR mutation
FH group  Location Predicted effect N=62
null Ex 15
null Ex 7 Shift reading frame 10
null Ex 6
null Ex 4
null Ex 9 Stop codon 12
null Ex 2
non-null
Prom Regulation of expression 4
non-null
non-null Ex 17
non-null Ex 3
non-null Ex 4
Change amino acid 15
non-null Ex 7
non-null Ex 14
non-null Ex 8
non-null Int 3
non-null Int 16
Splicing 9
non-null Int 9
non-null Int 12
non-null Ex3+Int3
non-null Ex 13
Others 12
non-null Ex 11 + Ex 17
non-null Ex 16

Stop codon and shift reading frame mutations were classified as
FH null (N=22) while the other mutations were classified as FH
non-null (N=40). Ex: exon; Int: intron; Prom: promoter; N: number

of patients for each predicted effect of LDLR mutation.
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RESUMEN

En macréfagos de pacientes con hipercolesterolemia familiar (FH)
muestra un perfil inflamatorio por el aumento transcripcional de CCR3,
CCR4, CXCR1 y wuna expresion disminuida del miR-505-3p,
independientemente de la agLDL. Sin embargo, los receptores de
quimioquinas son dependientes al tiempo de vida de exposicion a niveles
altos de LDL.

Los pacientes con FH tienen un amplio riesgo prematuro de padecer
aterosclerosis y en consecuencia enfermedad cardiovascular. Niveles altos
de colesterol plasmatico y el proceso inflamatorio en el desarrollo de la
enfermedad aterosclerética, recientemente han sido descritos dentro del
concepto memoria de la inmunidad innata. El objetivo de este estudio es

investigar la respuesta inflamatoria de los macrofagos heterocigotos para
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la mutacién LDLR y su asociacion al tiempo de exposicién a niveles altos
de colesterol LDL. Se emplea en el estudio un cultivo de macréfagos
derivados de monocitos humanos en presencia y ausencia de agLDL. La
expresion del miR-505-3p se incrementa en macrofagos de pacientes FH
respecto a los sujetos sanos, independientemente de la presencia de
agLDL. Mediante el incremento de expresion del miR-505-3p usando su
correspondiente agomiR, se identifica su efecto regulador por la
disminucién de expresion CCR3, CCR4 y CXCRL. Estos receptores de
quimioquinas estan incrementados en macréfagos de fenotipo FH y no
fueron afectados por la exposicién de la agLDL. Ademas, los receptores
de quimioquinas no se relacionan con los niveles de LDL plasmaético para
individuos controles y pacientes FH. Sin embargo, estan correlacionados
directamente con la edad en el grupo FH, cuya significancia esta en los
pacientes de edad por encima de la mediana poblacional, lo cual no es

observado en los sujetos controles.

Estos resultados muestran el perfil inflamatorio de los macréfagos FH, lo
cual es dependiente de la edad del paciente por la exposicion de niveles

altos de LDL, a pesar del tiempo con terapia hipolipemiante
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ABSTRACT

AIMS: Patients with familial hypercholesterolemia (FH) are at high risk for premature
atherosclerotic disease due to their life exposure to high LDLc levels. A large body of
evidence indicates a link between LDLc, inflammation and atherosclerosis and recently
the concept of innate immunity memory has been postulated. Here, we investigated the
inflammatory response in macrophages of heterozygous FH patients (from the
SAFEHEART Cohort) treated as per guidelines and its association with lifetime
exposure to high LDLc levels.

METHODS AND RESULTS: Monocytes (Mo) from FH patients were isolated and
differentiated into macrophages (FH-MACs). MAC from a group of non-FH subjects
(co-MACs) from the same patient cohort, matched by age and gender, was used as
control. MACs were also obtained from healthy donor blood (hd-MACs). Human
miRNAs and inflammatory target genes were selected from transcriptional microarray
analysis of hd-MAC stimulated with LPS (1 pg/mL) and validated by quantitative real
time PCR in FH-MACs and co-MACs.

MiR-505-3p was significantly downregulated in FH-MAC with respect to co-MAC. By
in silico analysis, we identified the chemokine receptors CCR3, CCR4 and CXCRI1 as
miR-505-3p target genes. These target genes were validated and found to be
significantly higher at baseline in FH-MAC. However, in vitro agLDL loading did not
affect their expression levels. Levels of chemokine receptors did not relate to plasma
LDL at time of inclusion in the study neither in FH-MAC nor in co-MAC. However,
chemokine receptor levels directly correlated with age in the FH-group, with
significantly higher levels in patients above the median age of the entire study
population. Age related effects were not evident in the control group.
CONCLUSIONS: our results show for first time that monocyte-derived macrophages
from treated to guidelines FH-patients have an inflammatory phenotype characterized
by increased levels of chemokine receptors CCR3, CCR4 and CXCR1 and
downregulated levels of miR-505-3p. The effect is dependent on the age of the patient,
suggesting a chronic inflammatory pattern in innate immunity cells that is related to

epigenetic changes induced by lifetime exposure to high LDL.
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INTRODUCTION

Atherosclerosis is widely recognized as a chronic inflammatory disorder of the arterial
wall ultimately resulting in plaque rupture and adverse clinical events as myocardial
infarction or sudden death?. Up to now, however, the identification and
characterization of the different actors that drive the persistent non-resolving
inflammation in the arterial atherosclerotic intima and their relative importance remain

unclear.

Monocyte-derived macrophages are the most abundant subset of innate immunity cells
within the atherosclerotic lesions® and play a critical role orchestrating the link between
lipid accumulation in the subintimal compartment and the inflammatory response.
Several studies have suggested an immune-stimulating role of low density lipoproteins
(LDL) during atherogenesis“‘ In this respect, we have demonstrated that LDL promote
monocyte-to macrophage differentiation through a process involving enhanced

expression of cell-adhesion molecules and downregulation of apoptosis»effectors6.

Patients with familial hypercholesterolemia (FH), an autosomal dominant disorder
caused by mutations in the LDL receptor and its related genes are at high risk for
premature atherosclerotic cardiovascular disease due to the chronic exposition to high
LDL-cholesterol levels”. Studies using fluorodeoxyglucose positron emission
tomography imaging have provided evidence that FH patients have noticeably increased
arterial wall inflammation compared with healthy controls, whereas arterial
inflammation is markedly reduced after lipoprotein apheresis in FH®. Furthermore, we
have recently demonstrated that macrophages derived from mononuclear cells of FH
patients, although presenting downregulated LDLR expression, retain the LDL
internalization function evolving into lipid-loaded cells with less capacity of protection

against atherogenic stimulus than those originated from non-FH monocyte’.

Chemokines are inflammatory cytokines that beyond their ability of controlling
monocyte recruitment may exert nonchemotactic function during the different stages of
atherosclerosis'® and as such have been proposed as potential therapeutic
Iargets”. Thus, chemokine receptors have been found to directly regulate lipid levels'?
and regulate macrophage foam cell formation",

MicroRNAs (miRNAs) are small noncoding RNAs of ~22 nucleotides that have

recently emerged as a novel class of gene regulators at the post-transcriptional level ™",
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MiRNAs may act directly on the target genes or indirectly, by first regulating
transcription factors that in turn control gene expression. In this respect, miRNA appear
to regulate chemokines primarily through an indirect regulation of pro- and anti-
inflammatory transcription factors'?, controlling therefore different molecular signaling

pathways and cellular processes involved in atherosclerosis'®%,

Typically, the innate immunity responses cannot display a long-term activation.
However, recent studies have shown an epigenetic reprogramming that alter gene
expression upon a re—exposure19 and have suggested that innate immune training might
also occur in a high cholesterol environment at cellular level and potentially within the

. 20
arterial vessel wall

. We have previously demonstrated that patients with life-long high
LDL exposure have higher activation of endothelial and cells of the leukocyte lineage,
even under current state-of-the art lipid lowering treatment®’. Here, we have
investigated the miRNA and inflammatory transcriptional profile in monocyte-derived
macrophages of FH patients and their association with long-term exposition to high

LDL-cholesterol levels.
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MATERIALS AND METHODS:

Population study and experimental design

The present study included 62 patients with genetic diagnosis of heterozygous FH and
thus lifelong exposure to high LDL plasma levels and 20 non-FH subjects (controls)
from the SAFEHEART cohort”*™*. Control and FH groups were matched by age,
gender, demographics and cardiovascular risk factors other than hypercholesterolemia.
Sociodemographic data, lifestyle, medical and therapeutic data, current LLT and
classical risk factors were obtained from all subjects. Sociodemographic data, lifestyle,
medical and therapeutic data, current LLT and classical risk factors were obtained from
all subjects. All FH-patients were receiving lipid-lowering treatment according to
clinical guidelinesz4‘25, but none of them achieved therapeutic LDL targets according to
guidelines. Thus, LDL level for the FH group was ranging from 120 to 300mg/dL and
for controls between 97 and 145 mg/dL (Supplementary Table 1).

Compared to the controls, total cholesterol (TC), LDL, non-HDL and TC/HDL-
cholesterol ratio were significantly higher in FH-group. Neither the FH- nor control-
groups included patients with pregnancy, sepsis or infections and with history of cancer
or suspected cardiovascular events. The study was approved by the Local Ethics
Committee of the Investigacion Clinica Fundacién Jimenez Diaz (CEIC-FID)
[protocol’s number: 01/09] and was conducted according to the Declaration of Helsinki

and a written informed consent was obtained from all participants prior to the study.

Blood collection and sampling

Blood sample was withdrawn from the cubital vein without tourniquet using a 20-
gauge-needle after 10-14 hours of fasting into Vacutainer CPT (Becton Dickinson)
tubes, containing sodium heparin as anticoagulant and ficoll-hypaque as solution for
separation of the peripheral blood mononuclear cell (PBMN) fraction. Briefly, blood
samples were centrifuged at 1500 to 1800 rcf (relative centrifugal force) within the first
2 hours of blood collection and PBMN was obtained by differential density gradient, as
described by the providers. Total PBMN were used to monocyte differentiation into
macrophage. For biochemical and DNA analysis, blood samples were collected without
anticoagulant or in EDTA-containing tubes®'. All serum- and EDTA-samples were

processed within 60 min after extraction, aliquoted and frozen at -80°C, until required
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by analysis. DNA was obtained from blood cells according to standard method, using a
commercial kit (QiAmp Blood DNA Mini Kit, Qiagen, Gerlnany)26.

Biochemical and genotyping analysis

Serum total cholesterol (TC), triglycerides (TG) and high-density lipoprotein (HDL-
cholesterol) were measured by standardised enzymatic methods and serum LDL-c
concentration was calculated using the Friedewild formula®’. C-reactive protein (CRP)
and lipoprotein (a) levels were quantified by standard laboratory methods®®. Molecular
genetic diagnosis of FH was made using a DNA-microarray (LIPOchip, Progenika) .
and capillary sequencing by multiplex PCR conditions and sequence reactions>*>",
Negative samples for the DNA-microarray or sequencing were also analyzed for large

deletions or insertions using an adapted quantitative fluorescent multiplex PCR

methodology.

Primary culture of human macrophage

PBMN, obtained by Vacutainer CPT System Human (samples from SAFEHEART-
Cohort) or isolated from leukocytes-rich buffy coats from heathy donors (Barcelona
Blood Bank) by centrifugation on a Ficoll-Hypaque gradient (GE Helathcare)*, were
suspended in RPMI-1640-glutamax culture media supplemented with 100U/mL
penicillin/streptomycin, 2mM L-glutamine, 10mM Hepes buffer (Gibco) and containing
10% (vol:vol) human serum (blood group AB, Lonza) (HS-media). Based on cell counts
of each individual sample, PBMN were platted on 6-well polystyrene plates (Becton
Dickenson) to obtain a cellular density of 2x106m0nocytes/mL, as previously
described®. After incubation for 24 hours, non-adherent cells were removed by gently
washing and adherent monocytes were allowed to differentiate into macrophages for 7
days (MAC)33 . Thereafter, the cells were incubated for further 24 hours in RPMI-
medium with 0.5% HS (minimal HS-media) to obtain quiescent cells, before being
treated for further 24 hours with/without 1pg/mL bacterial lipopolysaccharide or in the
presence/ absence of 100pg/mL agLDL. At the end of the stimulation periods, cells
were washed with phosphate-buffer saline (PBS) and collected for RN A extraction.

In specific subsets of experiments, miR-505-3p expression in human was overexpressed

using HiPerFect as transfection reagent (Qiagen). Briefly, human macrophages obtained
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from buffy coats were transfected by agomiR-505-3p (MSY0002876, Qiagen) or an
Agomir negative control (agomiR-NC; 1027280, Qiagen) that was used as control for
nonesequence-specific effects. For transfection, the cells were incubated in minimal-HS
medium and treated with agomiR-505-3p (15nM) or agomiR-NC (15nM) for 24 hours
and stimulated with 100pg/mL agLDL, as described above. The transfection was

maintained for at least 48 hours, as shown in Supplementary Figure 2.

LDL isolation and modification

Human LDL (density 1.019-1.063g/mL) were purified from pooled plasma-EDTA of
normocholesterolemic volunteers by ultracentrifugation3 * and agLDL were generated by
vortexing LDL (Img/mL), as described by Guyton et al®® and as previously performed
by our group“. This method has shown to produce similar LDL-aggregation as LDL-
versican incubation®”.

LDL-protein concentration was determined using the bicinchoninic acid (BCA)-method
(Pierce) and LDL purity assessed by agarose-gel electrophoresis (SAS-MX Lipo-kit,
Helena Biosciences). LDL-preparations were tested to exclude the presence of
endotoxin (Limulus amebocyte lysate test, BioWhittaker) and proved to be negative in
all cases. LDL used in the experiments were less than 48 hours old. In all experiments,
LDL-oxidation was excluded by assessing thiobarbituric-acid-reactive substances
(TBARS) formation before and after aggregation, according Ohkawa et al’® with slight

modifications®.

Real time PCR analysis

Total RNA of human macrophages was extracted using the mirVana miRNA isolation
Kit (Ambion), as described by the providers. RNA concentration was determined by
using NanoDrop ND-1000 spectrophotometer (NanoDrop Technologies) and purity was
checked by the A260/A280 ratio. Reverse transcription of miRNAs and genes were
performed with the High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit followed by
Tagman real time-PCR technology, according to the manufacturer’s instruction
(Applied Biosystems).

The Tagman array microfluidic card v2.0 focuses on highly characterized miRNAs,

excluding those miRNAs* sequences that are detected at very low levels and are likely
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to be non-functional®. Thus, the array contains 377 miRNAs, 3 endogenous (RNUG6,
RNU48 and RNU44) and 1 negative control (ath-miR-159a) that does not amplify in
human samples. In addition, expression levels of selected miRNAs and genes were
analysed by specific human primers for miR-486-3p (002093), miR-187 (001193), miR-
483-5p (002338), miR-505-3p (002089), miR-95 (000433), miR-146a (000468), miR-
155 (002623), CCR3 (Hs00266213_s1), CCR4 (Hs00747615_s1), CXCRI1
(Hs01921207_s1), TGFB1 (Hs00998133_m1), IL2 (Hs00174114_m1) and RUNXI1
(Hs00231079_m1). Only miRNAs (analysed in triplicates) and genes (analysed in
duplicates) with expression levels below 32 cycles were accepted. RNU48 (001006) and
PIK3C2A (Hs00153223_m1) were used to normalize the expression levels of miRNAs
and genes, respectively. Furthermore, the expression profile of genes mediating
inflammatory processes was analyzed using a 96-well RT? Profiler PCR Array (PAHS-
077Z, SABiosciences/Qiagen) according to manufacturer’s protocol. Data were
analysed by SDS 2.4, RQ Manager 1.2.1 and DataAssits v3.0.1 software (Applied

Biosystems).

In silico analysis

Potential target genes for miRNA were defined by using database as miRmap,
PACCMITCDS, PACCMIT3UTR, miRwalk SUTR, miRwalk CD, miRwalk 3UTR and
the Ingenuity Pathway Analysis (IPA; http://www.ingenuity.com/). Target genes

considered were those with high prediction to regulate to miRNA, according their
search algorithms (Supplementary Table 2). IPA was used to identify potential
functional networks and pathways. IPA Core Analysis was applied to the gene lists to
identify direct and indirect interactions based on the IPA Knowledge Base, a repository

of curated biological interactions and functional annotations based on existing literature

Statistical analysis

Results are expressed as mean * SEM (standard error of the mean), except when
indicated. Minimal required sample size was calculated according Noordzij, er al **. A
test for normality was performed using Shapiro-Wilks test. Outlier expressions were
excluded by Chauvenet’s criterion. Statistical differences between groups were analyzed

by the parametric Student’s t-test or the non-parametric U-Mann Whitney test.
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Differences in categorical variables (gender, risk factors and medication) were defined
by Chi-square analysis of frequencies. StatView software (Abacus Concepts) and SPSS
Statistics Version 21.0.0 (SPSS, Chicago, IL, USA) were used for statistical analysis,

and a p-value <0.05 was considered statistically significant.
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RESULTS

MiRNA profile in human macrophages and response to inflammatory stimulus

with LPS

To characterize the pattern of miRNAs expressed in macrophages and identify those
with a significant response when cells were exposed to an inflammatory stimulus, we
performed a RT-PCR based array (microfluidic card) in RNA samples obtained from
healthy donor-MACs (hd-MAC) after 24 hours with/without 1pg/mL LPS.

Human macrophages consistently expressed 101 miRNAs from a total of 377 included
in the microfluidic card. Ninety six miRNAs were detected in all cells, independently of
the LPS stimulus. In silico with the IPA software these miRNAs preferably related to
cell functions such as development, growth and proliferation, when indeed these cell
functions were the most representative between the 25 miRNAs with higher expression
level in human MAC (Supplementary Figure 1), whereas, only 2 miRNAs (miR-146a
and miR-155) of the top-25 were significantly increased after incubation with LPS for
24 hours (miR-146a: 3.5fold, p=0.018; miR-155: 3.6fold, p=0.023). Four miRNAs
(miR-187, miR-483-5p, miR-505-3p and miR-95) were under detection level in the
microfluidic card with samples from unstimulated MAC, but consistently detected in all
samples after LPS stimulation. In contrast, miR-486-3p was only detected in

unstimulated MAC (See Supplementary Figure 1).

MiR-505-3p expression is downregulated in monocyte derived-macrophages from
FH-patients

Next, we investigated whether those miRNAs that showed a response to the LPS-
induced acute inflammation in human hd-MACs were differently expressed in
macrophages from FH-patients. To this aim, miR-486-3p, miR-187, miR-505-3p, miR-
95, miR-483-5p, miR-146a and miR-155 were individually analyzed by quantitative
real-time PCR in monocyte-derived-macrophage from FH-patients (FH-MAC) and
controls (co-MAC). As shown in Figure 1, expression levels of miR-505-3p were
significantly reduced in macrophages obtained from FH-patients compared to co-MAC,
both at baseline (p= 0.005) and in cells exposed to agLDL during 24 hours (p=0.002). In
addition, FH-MACs had a significant trend to higher expression levels of miR-95 in

1in
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lipid loaded macrophages (1.25-fold, p=0.029), whereas not differences between
macrophages obtained from controls and FH-patients were observed at baseline. MiR-
146a and miR-155 had high transcription levels in FH-MAC as they had in co-MAC,
independently of the absence/presence of agLDL and without showing any significant
difference between groups. Similarly, expression levels of the miR-187, 483-5p and
486-3p did not differ between co- and FH-MAC, neither at baseline nor after being
exposed to agLDL.

MiR-155 and miR-146 are well recognized for their inflammation-related roles*’. In
macrophages of control subjects, miR-505-3p was significantly upregulated in those
cells with miR-155 and miR-146 levels above the median values (146.0 and 28.4 RU,
respectively) of the entire study population. In contrast, miR-505-3p remained low in
FH-MAC independently of the miR-155 and miR-146 levels (Supplementary Figure
2).

High levels miR-505-3p impair the expression of inflammatory genes in lipid

loaded human macrophages

MiR-505 is low expressed in peripheral blood samples of patients with active ulcerative
colitis, a major condition of chronic intestinal inflammation associated to a dysregulated
immune response”.
To better understand the functional role of miR-505-3p in FH, we performed a subset of
experiments in human MACs from healthy donors transfected with agomiR-505-3p or
its agomiR negative control during 24 hours, before exposing the cells to agLDL
(100ug/mL) for further 24 hours (Supplementary Figure 3).

Seventy-three out of 84 genes included in the microfluidic card (genes mediating
inflammatory processes) were consistently expressed in human macrophages.
Expression levels of 5 genes had a change >1.5-fold in macrophage overexpressing
miR-505-3p (Figure 2). Thus, the chemokine receptors CCR3, CCR4 and CXCRI were
significantly downregulated (CCR3: 2.0fold, p=0.005; CCR4: 1.8fold, p=0.039;
CXCRI: 1.61-fold, p=0.024), whereas the chemokines CCL5 (C-C Motif Chemokine
Ligand 5) and CCL2 (C-C Motif Chemokine Ligand 2 or Monocyte Chemoattractant
Protein 1) were upregulated 2.1-fold (p=0.044) and 1.6-fold (p=0.047) respectively. In
addition, mRNA transcription levels of 10 further genes were slightly but significantly
decreased (1.1-1.5fold, p<0.05) in human macrophages transfected with the Agomir
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505-3p. These refer to genes related to cell membrane proteins (/7GB2) and membrane
receptors (TLR6, ILIORB, CD40), receptor adaptor proteins (T/RAP, TOLLIP), soluble
ligands (LTB, CSF1I, IL23A), and transcription factors (NFKBI) (See Figure 2).

The IPA software was used to identify potential gene-gene interactions and predicts a
functional network that might link those genes that were significantly down- / up-
regulated in human macrophages in the presence of high levels of miR-505-3p.

NFKBI, the only transcription factor among the inflammatory genes regulated by miR-
505-3p, had the strongest predictive power mediating down-/ up-regulation of upstream
cell membrane receptors and soluble ligands (Supplementary Figure 4). In this
respect, a down-regulated NFKB1 expression, as induced by high miR-505-3p levels,
was linked according to the results of the in silico analysis to decreased gene expression
of the cell membrane receptors ITGB2, CXCR1, TLR6, CD40 and IL10RB and the
soluble ligands IL23A, CSFI1 and LTB. In addition, CCL5 and CCL2 were predicted to
be up-regulated, supporting the experimental data obtained in the RT? Profiler PCR
Array.

Using different algorithms and dabase (miRmap, PACCMITCDS, PACCMIT3UTR,
miRwalk SUTR, miRwalk CD, miRwalk 3UTR), we identified EP300, HMGB1, EHF
and BCL11B as potential direct target genes of miR-505-3p (List of potential target
genes in Supplemental Table 3). These were directly or indirectly linked with different
components of the predicted network by IPA analysis (See Supplementary Figure 4). In
contrast, genes such as CCR3, CCR4, TOLLIP and TIRAP, which were significantly
downregulated in hd-MACs overexpressing miR-505-3p, were not linked to the
predicted target genes neither to the other down- / up-regulated genes included within

the functional network according the IPA analysis.

Chemokine receptors CCR3, CCR4 and CXCRI1 are upregulated in FH-MAC and
associate with the age subject in FH

We further investigated whether transcriptional levels of the top-three genes (chemokine
receptors) differentially expressed in MAC of healthy donors treated with the agomiR-
505-3p are affected in monocyte-derived macrophages from FH-patients. To this aim,
we analyzed CCR3, CCR4 and CXCRI! by real-time PCR in co-MAC and FH-MAC

under basal and lipid-loaded conditions.
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The three chemokine receptors had a similar pattern of mRNA expression when
compared FH- and control-groups. Thus, transcription levels of CCR3, CCR4 and
CXCRI were significantly higher in FH-MAC than in co-MAC, independently of the in
vitro exposition to agLDL (Figure 3).

As shown in Supplementary Table 4, there was no correlation between plasma lipid
levels and the expression levels of chemokine receptors, neither in FH- nor in co-MAC.
On the contrary, mRNA levels of CCR3, CCR4 and CXCRI in monocyte-derived
macrophages significantly correlate with the age of the subject in the FH-group. In order
to further test whether pro-inflammatory receptors had different expression levels
depending on the years of exposition to high LDL levels, the results were analyzed
according to median age of the entire study population (46 years old). As shown in
Figure 4, monocyte-derived macrophages had significantly higher expression pattern of
the chemokine receptors in FH-patients aged above 46 years old. However, age-
dependent transcriptional changes were not seen in the non-FH control group (Figures
4A-C). LDL-cholesterol levels did not differ significantly between the age- groups,
neither in FH-patients nor in control subjects (Figure 4D). Similarly no differences
were found in hsPCR (Figure 4E) and Lp(a) (Figure 4F) levels. In addition, miR-505-
3p expression correlates with the age of the patients of FH-group (<46 years old:
0.8+0.04 vs >46 years old: 0.7+0.01; p=0.012) that control subjects (<46 years old:
1.1+0.1 vs >46 years old: 0.9£0.1; p=0.67).

In silico analysis, using the different public algorithms and databases described in the
methods section and the Ingenuity Pathway Analysis platform, predicts that
transcriptional levels of CCRA, CCR3 and CXCRI are upregulated by a decrease of
miR-505-3p through an increased expression of RUNX! (Runt Related Transcription
Factor 1), transcription factor that act by binding to the promoter and enhancer region of
different genes. In addition, TBX21 is a potential target gene to regulate RUNXI
(Figure 5A). To proof this in silico prediction, we analyzed RUNX1 by quantitative
PCR, at baseline in the FH- and control groups and as shown in Figure 5B, RUNXI was
significantly increased in FH-MAC compare to co-MAC (1.3fold, p=0.014).
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DISCUSSION

Patients with heterozygous familial hypercholesterolemia (FH), usually caused by
mutations in the gene encoding the LDL receptor, are characterized by increased serum
levels of total cholesterol and LDL from birth onwards****, FH-patients have increased
rate of atherosclerosis progression and a high risk of myocardial infarction at young age,
which has been largely related to their long term exposure to high plasma cholesterol
levels . However, recent studies support the view that FH patients also are

. s s 7,
characterized by enhanced inflammation®*"*¥

. This occurring despite long-term
cholesterol lowering treatment™. Up to now, the molecular effectors and mechanisms

that drive a persistent inflammatory phenotype in FH are poorly characterized.

The link between LDL cholesterol, inflammation and atherosclerosis is supported by a
large body of clinical and experimental evidence®™’. In the present study, we provide
for first time evidence that monocyte-derived macrophages of FH-patients retain after 7
days in culture a pro-inflammatory pattern, characterized by higher transcriptional
levels of the chemokine receptors CCR3, CCR4, and CXCRI than those in age-matched
non-FH controls. This coordinated increase in the chemokine receptor levels went a
long with a lower expression of the miR-505-3p. Interactions between miRNAs and
individual chemokines or chemokine receptors have been predicted in silico and
experimentally validated in different studies'’. Here, we have shown that human
macrophages transfected with agomiR-505-3p had a downregulated expression of
several key genes mediating inflammatory processes, the top-3 changes being the
chemokine receptors CCR3, CCR4, and CXCRI. Supporting this finding, low miR-505
levels has been related to active ulcerative colitis, a major condition of chronic intestinal
inflammation associated to a dysregulated immune response‘u. More recently, miRNA
Illumina deep sequencing of serum samples from patients diagnosed with primary
biliary cirrhosis has highlighted the down-regulated expression of miR-505-3p as

clinical biomarker of this autoimmune disease™.

In silico analysis depicted the transcription factor RUNXI1 as the link between
chemokine receptors CCR3, CCR4 and CXCR1 and miR-505-3p in a process mediated
by TBX21 also predicted target gene for miR-505-3p using different search algorithms
and database. Supporting of these prediction results, monocyte-derived macrophages

had increased RUNX1 mRNA levels compared to the non-FH controls. In agreement
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with this finding Kong et al demonstrated the involvement of RUNXI the in

transcriptional regulation of the CCR3 gene in Jurkat cells®".

The chemokine superfamily serves to coordinate a variety of immune system functions
and is well known for its key role regulating leukocyte trafficking during inflammation
32 Studies using mouse models with genetic alterations in the chemokine receptor
system suggest that chemokines and their receptors are relevant players during different
stages of atherosclerosis developmentsz'53 . In human vessels, CCR3 and its ligand
eotaxin are overexpressed in atherosclerotic plaques, being the receptor CCR3 mainly
localized in macrophage-rich regions and eotaxin in vascular smooth muscle cells™,
which suggest that eotaxins (CCL11, CCL24, CCI26) signalling through CCR3
modulate macrophage function. Moreover, interleukin-8 receptors CXCR1 and CXCR2
are elevated in peripheral blood cells in obstructive coronary artery disease™.

Over the last years has evolved the opinion that therapeutic interventions in form of
chemokine receptors blockade may provide novel therapeutic strategies in
cardiovascular disease. Clinical trials and experimental studies support the anti-
inflammatory properties of statins®®. In this respect, simvastatin inhibits the expression
of different chemokine receptors including CCR4 at the mRNA level, via inhibition of
the geranylgeranylpyrophosphate pathway, in isolated human endothelial cells and
macrophages in in vitro studies®’. However, in the present study, macrophages of
patients with FH retained a pro-inflammatory profile characterized by increased levels
of CCR3, CCR4 and CXCRI chemokine receptors despite long-term statin treatment
(median of 15 years). Accordingly to our results, Holven et al reported increased
expression of several TNF related genes in peripheral blood mononuclear cells isolated
from station-treated FH—patientsSO.

Increased expression levels of CCR3, CCR4 and CXCR5 and downregulation of
miR505-3p in macrophages did not correlate with the LDL plasma at the inclusion time,
but interestingly the levels of chemokine receptors and miR505-3p were dependent on
the age of the FH-subjects, with a consistent pro-inflammatory pattern in those above
the median value of the entire population. It is relevant to note that this age-dependent
pro-inflammatory pattern was not observed in macrophages of non-FH subjects, clearly
suggesting a chronic inflammatory pattern of the monocyte-cell lineage related to life-

time exposition to high LDL levels in FH-patients.
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The novel concept of trained innate immurlity19 supports the view that monocyte may
build an immunological memory consequence of long-lasting epigenetic
reprogramming, leading to augmented pro-inflammatory responsezo. Thus, it has been
described that monocytes can adopt long-term pro-inflamamtory phenotype after brief
exposure to microbial productsss. In the context of hypercholesterolemia, the impact of
cumulative risk exposure on susceptible tissues and vessels might strongly account for
the higher susceptibility to premature atherosclerosis and cardiovascular events in FH.
In this respect, we have recently reported that FH patients have a significant activation
of the leukocyte-cell lineage with increased levels of circulating cell-derived
microparticles of monocyte origin containing activation markers”'. None of the FH-
patients included in the study achieved the therapeutic LDL target level according to
clinical guidelines5 °. However, FH-age groups did not differ either in plasma LDL
levels as they did not do in plasma hsPCR levels. The fact that the gold standard
inflammatory marker, hsCRP, did not correlate with the pattern of chemokines receptors
in macrophages in FH patients suggest that although systemic inflammatory can be

regulated by the statin treatment, as seen in the Jupiter trial®, local cell activation is not.

In conclusion, we show for first time that cells of the innate immunity system in FH
patients have an inflammatory background characterized by increased levels of
chemokine receptors CCR3, CCR4 and CXCR1 and downregulated levels of miR-505-
3p, which is dependent on the life-time exposure of the patients to high LDL-cholesterol
levels despite long-term aggressive lipid lowering therapy. Thus, our results suggest that
novel therapeutic strategies beyond that of statins are needed to better protect

heterozygous FH patients.
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FIGURE LEGENDS
Figure 1. FH-phenotype effect induces a decrease of miR-505-3p expression

Differential expression was obtained by Real-time PCR in macrophage without (basal)
or with (agLDL) 100pg/mL agL.DL for 24 hours from control (N=20) and FH group
(N=62). (A) Specifics inflammatory miRNAs from array study. B) Differential
expression of inflammatory miRNAs from array study. Bars represent mean+SEM of
expression level in relative units x 100 for both groups in triplicate. Only p-values <0.05

are shown.

Figure 2. AgomiR-505-3p effect on inflammatory genes in lipid loaded macrophage

The cells were transfected with agomiR-505-3p or NC (negative control) during 24
hours before stimulus with agLDL for 24 hours. By comparing, gene expression is
shown in volcano plot. The X-axis represents log2 (fold change) and Y-axis represents
—log10(p-value). Threshold for gene expression is >50% down-regulated (> -0.58, [log2
(1/1.5)]) and up-regulated (> 0.58, [log2 (1.5)]). Threshold for statistical significance is
>1.30 [-log10 (0.05)]. Both thresholds are shown in grey line. The grey dotted line
shows no change by the agomiR. B2M was used as endogenous for RT? Profiler PCR
Arrays. The genes with a —log10 (p-value)>1.30 are identified by numbers in the table.

Dots represent mean of 5 independent donors.

Figure 3. CCR3, CCR4 and CXCRI expression in macrophage from FH-patients

Gene expression in macrophage without (basal) or with (agLDL) 100pg/mL agL.DL for
24 hours from controls (N=20) and FH patients (N=62). Bars represent mean+SEM of

expression level for both groups in duplicated. Only p-values <0.05 are shown.
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Figure 4. CCR3, CCR4 and CXCRI expression related with age

Gene expression in macrophage without (basal) agLDL from controls (N=20) and FH
patients (N=62). (A, B and C) The chemokine receptor expression and (D) Plasma LDL
cholesterol, (E) hs-CRP, (F) Lp(a) levels are associated with the median obtained by
age from controls plus FH-patients (46 years old) ,as cutt-off. Gene expressions were
performed in duplicate. Bars represent mean+SEM of expression level for both groups.

Only p-values <0.05 are shown.

Figure 5. RUNX1 expression in macrophage from FH-patients

(A) By in silico analysis, interaction network is activated by overexpression of CCR3,
CCR4 and CXCRI (Red color). The high intensity of orange has a better predictive
power to be up-regulated by RUNX1. TSX21 is the potential target gene for miR-505-
3p that regulating RUNXI1. The molecules are localized by cell distribution. Line:
Direct association. M: Membrane, C: Cytoplasm, N: Nucleus. (B) Gene expression of
RUNXI in macrophage without agLDL from controls (N=20) and FH patients (N=62).

Bars represent mean+SEM of expression level for both groups in duplicated.
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Supplementary Figure 1. MiRNA expression profile

MiRNA expression profile was obtained by array from human monocyte-derived macrophage without (Basal)
or with LPS (1pg/mL) for 24 hours. Venn diagram shows the distribution of miRNAs. From 96 miRNAs
expressed in presence and absence of LPS, the first twenty five are associated with the top seven cell function
(Dark square). Bars represent mean+SEM of expression level from first twenty five miRNAs in 3 independent

donors by triplicate. Only p-values <0.05 are shown.
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Supplementary Figure 2. Expression level of miR-505-3p associated with miR-146a and miR-

155

The miRNAs expression corresponds to macrophages from controls and FH-patients in absence of
100pg/mL agLDL. MiR-505-3p expression levels are associated with high or low values respect to the
median of entire study population for the expression of miR-146a (28.4) and miR-155 (146) in relative
units x100, as cutt-off. MiRNA expressions were performed in triplicate. p-values <0.05 are shown.
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Supplementary Figure 3. AgomiR-505-3p treatment in lipid loaded macrophage
Macrophages of 5 independent donors are stimulated with agomiR-505-3p or NC
(negative control) or none for 24 hours before adding 100pug/mL agLDL for 24 hours.
Results are shown in mean+SEM. Only p-values <0.05 are shown.
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Supplementary Figure 4. Inflammatory genes by NFKB1-dependent signaling

Decreased NFKB1 expression (green color) show a predictive effect for regulating the network activity. The high
intensity of blue has a better predictive power to be down-regulated. In contrast, the high intensity of orange has a
better predictive power to be up-regulated. Asterisks (green) denote genes regulated by NFKBI1 within the
network of inflammatory genes down-/up-regulated by miR-505-3p overexpression. EP300, HMGBI, EHF, and
BCLI11B are potential target genes of miR-505-3p. The molecules are localized by cell distribution. Whole line:
Direct association. Dotted line: Indirect association. M: Membrane, C: Cytoplasm, N: Nucleus.
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Supplementary Table 1. Clinical characteristics of healthy subjects (Control
group) and FH patients (FH group) for studies on monocyte-derived of

macrophage.
c;’:‘z'g' n';';z Statistics

Age (years, mean, range) 47 +3 46 +2 p=0.888
Male/Female, n 11/9 31/31 p=0.697
Body mass index (Kg/m?, mean, range) 25.6 +1.1 26.9+0.7 p=0.483
Waist to height ratio (mean, range) 0.53 £0.02 0.56 £ 0.01 p=0.329
Risk factors for CVD, n(%)

Diabetes mellitus 0 (0%) 3 (4.8%) p=0.316
Hypertension 1 (5%) 6 (9.7%) p=0.515
Obesity 4 (20%) 13 (21%) p=0.325
Current tobacco consumption 8 (40%) 19 (30.6%) p=0.438
Biochemical analysis (mean + SEM)

* Total cholesterol (mg/dL) 188.3+4.6 2436 +7.4 p<0.001
* LDL (mg/dL) 1176+ 4 176.7 + 6.8 p<0.001
* HDL (mg/dL) 472426 49+1.3 p=0.496
* Non-HDL (mg/dL) 141.1+4 195+7.4 p<0.001
* TC/HDL ratio 42+0.2 52%0.2 p=0.003
* Triglyceride (mg/dL) 135.0+23.6 89.3+6.5 p=0.063
* Hight-sensitive CRP (mg/dL) 21+04 1.5+0.2 p=0.457
* Lp(a) (mg/dL) 28.3+7.9 28.4+4.4 p=0.668
* Fasting plasma glucose (mg/dL) 80.2+2.4 81.4+1.7 p=0.756
Lipid-lowering therapy, n(%)

Statins 9 (45%) 62 (100%) p<0.001
Ezetimibe 0 (0%) 2 (1.2%) p=0.416
Statin treatment time (years, mean, range) 3 +1 15+ 1 p<0.001

Supplementary Table 1. Clinical characteristics of healthy subjects (Control group) and
FH patients (FH group) for studies on monocyte-derived of macrophage.

Control group: healthy subjects with or without lipid-lowering therapy; FH group: FH
patients; Obesity: Body mass index >30; LDL: low-density lipoprotein; HDL: high-density
lipoprotein; TC: total cholesterol and CRP: C-reactive protein.
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Database Links
miRmap http://mirmap.ezlab.org/
PACCMITCDS
http://paccmit.epfl.ch/
PACCMIT3UTR
miRwalk 5UTR
miRwalk CD http://www.umm.uni-heidelberg.de/apps/zmf/mirwalk/
miRwalk 3UTR

IPA (Ingenuity Pathway Analysis) http://www.ingenuity.com/products/ipa

Supplementary Table 2. Tools for in silico analysis
Database used in silico analysis for predicting the best target genes for miR-505-3p and

molecular interactions.
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Database Source Target genes for binding to miR-505-3p

IPA

PACCMIT3UTR 3 CACNB4, DHX15, TMEM1 33

miRmap

miRmap

miRw alk 3UTR 1 UBL3

miRw alk SUTR

IPA

miRmap 1 AMMECR1L

miRw alk 3UTR

IPA

PACCMITCDS 1 ACOX1

miRw alk 3UTR

IPA 28 CLMP, SULTTET, NXN, SLC16A 14, CCDC125, ABL2, VGLL3, TBXS5, EIF3A, WDR35, ABAT, PGR, SEC63, CREBRF, AFF4, WDR37,

miRmap SLC30A7, CBXS5, C11orf84, DENND5B, SLC25A31 RBMA43, PHLDB2, MSANTD4, CTCF, ZNF445, HMGB1 FA M174B

PACCMITCDS

miRw alk CDS 6 DAB2, CDH13, ADAR, ALDH1B1, DMXL1, ATP2B1

PACCMITCDS

mifw alk 3UTR 3 RNF38, ABCCS, FREM2

IPA 3 RNF41, BAP!, DDX17

PACCMTCDS . '

128 14 SPTY2D1, TEX261, SLITRK4, USP32, MYCN, LRP1B, MYH10, CAP1, TSPAN33, NCK2, ANKRD40, MAGED1, C30rf70, GLCE

PACCMIT3UTR

IPA

miRw alk CDS # i

IPA

miRw alk 3UTR 5 USP47, MA P3K3, MBS2, SAP25, FAM209B
FRFF40A, ACSS3, PTN, KIAA1324L, KPNA4, ASXL3, PUM2, VKORC1L1, KLF7, ASCL4, PTPNT1, RHOU, LHX4, GAN, MBNL1,

miRmap 48 SLC25A 32, CY SLTR2, MGAT4C, WDR19, NRSA2, SNX30, SLC26A9, MYO10, TMED10, KLHDCS, ATF6, POC1B-GA LNT4, PURB,
JAK3, GNPAT, CCDC144A, FLI1, PTGS1, GPR68, ZNF705A, PCDH11X, RRP15, ZC3H12C, ZBTB39, DIS3, CRLF3, TRMT11, AMD1,
NUDT21, PYURF, GALNT4, STT3B, C2CD4A
ANKS1A, SLMAP, TAGLN, DUSP12, LRRC41, STOX1, MACF1, L3MBTL, PGP, MNAT1, EP300, MRPS35, CHD9, DSP. ASPM,
SMARCD1, PK3C2B, BBS9, PCDH21, C3orf63, HECTD1, PTPRZ1, ACTR10, RFWD2, FAM171B, ATAD2, TRP\VB, SLC8A1, EPB41L2,
BRCS, DDI, PPP3CA, DYNCILH, LGR, FBN2, GHR, PTPRF, SEC24B, GTPBP4, FAMA4A, EF4A1, KIAA1383, TTC28, MAGR,
MYCBP2, DHX38, ABCA1, SAMD13, NEL3, MASP2, KL, OR7D4, HTATIF2, PK3CB, PXDN, TRPM1, SLC12A6, ERBB2IP, HSPA12B,
ADAMTS16, MICAL2, NLGN1, FAT2, WDR32, GDI, USP34, OR4C16, SENP7, APLP2, CAPS2, ZNF318, TM2D2, C150rf39, PRX,
AGS, PCDHGAS, GPR171, DCUN1D3, VPS41, MED14, PRKAA1, STAU1, PSMD4, FAT3, KCNJ13, HCFC1, AHNAK, SR1, DSG3,

PACCMITCDS 186  JMUD1C, ELOVL7, ZFYVE16, HSPH1, HUWE!, TUBA1, CATSPERB, GPR112, RAB12, GABRB3, TBX21, C90rf126, RSPRY1,
MED12L, DNAH8, MYBPC3, FBXO4, SLCIA7, RAPGEF2, OR56B4, MLL3, CDH7, GLT25D2, NAT15, NT5C2, SROCK3, FAM21B,
MAPRES, NCK1, SCRN1, LA, TBC1D25, BRSK1, UNC13C, JHDM1 D, OR2A14, STK32A, RAB15, HSD17B12, ASCC2, MLL2,
ARFGEF2, ST8SIA2, PLD5, DY X1C1, ASB5, DCHS1, FRKDC, ATP8A2, HEPA CAM2, TOX, MTIF2, WWP2, ZNF326, PPM2C, DNA2,
IFT57, HERC3, GTF3C1, HHPL2, SCFD1, RAB18, ZNFX1, PPSK2B, KCTD3, XPOT, CSMD1, SLC4A7, SEC24A, VPS13C, UAPI1,
USP28, FBN1, MAPK4, NRD1, FLI, NPA2, COCH, RNF128, TNR, CRB1, CHD1L, CDH20, RPRD2, CXor{38, CAPZB, MMP12, SEC22A,
UBEZT, GPR61. CD109, UBE4A, FAM171A2, FER1L6, THSD7B, ENTPDS5, RAP1GDS1

PACCMT3UTR 21 CYP26A1, GRB10, C100rf22, UBLCP1, C6orf 174, TMISF2, NTNG1, MTF1, TMPO, AZIN1, EYA1, C11orf17, TMTC4, KIAA1128,
FAM160B2, CSNK2A2, FAM122B, NMT2, EPC1, CEP170L. MAGH
ERBB4, ZNF785, FT122, HIC2, LYG1, NSMCE4A, ERG, ATXN10, PCGF3, GRM8, GPSMt, KPNA2, ZNF43, MGAT4B, PAQRS, FT140,

miRw alk SUTR 45  CDC42BPA, KATNA1, GEMIN7, SLC17A3, ANKRDS0, BANP, XRN1, SLC39A2, RBMS, SORBS2, LY NX1, DZANK1, PXN, CUTC, DMD,
FOXP1, C14orf159, MPP2, XKRX, CDC26, GDF1, KDM2B, CHTF18, STK33, FRMPD2, TBC1D3, ZNF383, GPR110, ZBEDS
DLG1, CACNA1D, COL9A1, C1S, COL11A2, ATPSO, ANXA3, ADRA2B, COL4A4, CLCN5, C3, CAD, AGL, ACAT2, CHD3, APOB,

miRw alk CDS 43 CDH2, CA2, C2, DST, CYLD, RUNX2, ACVR2A, ASPH, VCAN, CYP19A1, LY ST, LRBA, CHUK, ATPEV1A, AP2B1, CDHE, CTNNA2,
APC, DKC1, CSF1R ARNTL, OSGIN2, CLTC, COL12A1, CCR7, CASP3, DHX9
PSMD9, HMGB3, TFDP2, EPT1, CLN8, PFKFB2, PAX6, SCG2, OTUD4, SORT1, SLC2A3, SGTA, PIGR, MAPK10, KAL1, TMEM170B,

miRw alk 3UTR 38  TCF4, ARSD, MAPK9, LONRF2, NRF1, CDHR1, SIM1, ZFANDS, P11 5, CNOTS, KIAA1244, PIGG, CD200, WDR26, STK38, Clorf116,
AKT3, SAMD5, ERC1, FOXK1, PARPS, HDLBP
SAMD4A, KCNMA 1, MYBL1, MEF2D, SLC10A7, EHF, CLSTN1, BTLA, NUCKS1, PRR23C, RPA4, IKZF2, CYTH1, MER1, ADGRES,
EPN2, PTPRE, H3F3A/H3F3B, ANAPC1 1, KIAA0408, FMR1, CSorf63, GTF2E1, FAM209A, KIAA2022, SLC31A1, USP6, FOXN3,
SP100, ARHGEF7, SH3TC2, CPEB2, LCLAT1, ENOX2, ZNF704, TENM4, INTS6, FOXK2, ZNF197, CMP, TIMM10, MED17, UBE3B,
FAM192A, GEMINS, CACNA 1E SKP1, PGRMC2, PAFAH1B1, ZNF385B, USP14, COL15A1, DNAJA4, ANKRD13C, CHD2, RBNM24,
CREB1, HNRNPDL, ADAT2, MYT1L, ENY2, TBR1, IFNG, SOGA3, IQCJ-SCHIP1, ATOH8, SLC8A 3, SCN2A, CHEK1, TSHZ3, ARFGEF3,
ARL13B, GNAT1, PEX3, MZT1, FAM76B, TMPRSS11E, PLEKHB2, HNRNPM, C20rf 72, DHDDS, CELF1, IGF1R, KLB, GTF3C4, IQSEC1,
LL6ST, LRRCC1, EPHAS, PAFAH1B2, GLY R1, FSCB, SNRK, AGY, WDHD1, RF6, OR51E1, MARCHS, SLC7A14, KCMF1, OTUDS,

PA 25 MD1, GABRG1, PIP4K2C, HEY 1, ESYT2, KRT17, FAM126B, ASH1L, ZCCHC24, NRIP3, VAPA, C70rf60, SOX86, KLF6, CADM1,

SIRT3, SCHP1, OPA1, COL4A6, FLRT3, AVIN1, BRWD3, RBMS3, MORF4L2, C20rf68, ZMYND11, CELF5, AKP1, MEIST, METTL4,
IL1A, SLC2A4RG, CFAP44, TCF7L2, DENND4C, PSMB2, SAMDS, KIT, NCOA2, MAML3, CANX, ALEKHM3, RHPN2, HOOK1, GID4,
ICA1L, EPS15, NOVA1, FZD3, LGSN, EF2S2, SPATA13, BTBD9, C1orf52, TPM1, SEMASA, RBM27, PIGW, NRG2, IL11, RFX4,
ARD4B, DNM1L, DCAF7, KCNIF2, TMOD2, GRIA4, MDMt, CSNK1D, PDSS2, CEP44, DCTN5, MAP2K4, TMEM263, PMP22, ELK3, TBP,
GPC6, NHEJ1, CYP46A 1, TRPS1, BNC2, AMOT, PRKAG2, MCTF2, LDOC1, BCL11B, NRG1, GAB1, FBXO32, CSNK1A 1, WNT7B,
CCDC178, NDP, ZNF133, RNF138, ZNF675, SP4, ZNF292, RFTN2, ANOS, FUT10, MAPK1IP1L, ACTN2, BEND4, PV, CCND3,
STK17B, CLASF2, PITPNB, LRRFIP1, GPR75, FKTN, ELOVL4, MED23, SAV1, UBE2QL1, SYAP1, SF1, FAMI69B, BBX, ANGPT2,
CACNA2D3, SLC4A10

Supplementary Table 3. List of potential target for miR-505-3p
Genes predicted to be regulated post-transcriptionally by miR-505-3p distributed according to database
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Age LDL (mg/dL)

Correlation p-value Correlation p-value

CCR3 0.35 0.21 0.18 0.53
Control CCR4 -0.16 0.57 0.01 0.99
CXCR1 0.2 0.48 -0.17 0.56

CCR3 0.29 0.03 -0.07 0.59

FH CCR4 0.27 0.04 -0.06 0.63
CXCR1 0.3 0.02 -0.1 0.46

Supplementary Table 4. Multiple correlations between chemokine receptors,
age and LDL levels from controls and FH-patients
Correlations between the expression level of the chemokine receptors and age for

both groups.
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La aterosclerosis, principal causa subyacente de enfermedad
cardiovascular, es consecuencia de complejas interacciones autocrinas y
paracrinas entre componentes celulares de la sangre y pared vascular, asi
como de componentes moleculares presentes en ambos compartimentos.
Nuestro  conocimiento sobre la aterosclerosis ha avanzado
considerablemente y actualmente estd ampliamente aceptado que el
sistema inmunitario y los procesos inflamatorios tienen una funcion clave
durante el desarrollo de la placa aterosclerética. Sin embargo,
desconocemos todavia muchos de los mecanismos moleculares y celulares
gue conllevan a un estado inflamatorio persistente en la intima vascular

durante el desarrollo de las lesiones.

Los monocitos y macréfagos son componentes celulares relevantes en el
sistema de inmunidad innata y juegan una funcién preponderante en el
inicio, progresion y complicacion de las lesiones. Concentraciones
elevadas de colesterol transportado por la fraccion LDL tienen una
funcién inmunoestimulante en la aterogénesis y promueven la quimiotaxis
y adhesién de monocitos al endotelio disfuncional y su infiltracién al

espacio intravascular donde se diferencian a macréfago #%%%2,

En el marco de esta Tesis Doctoral se han investigado los mecanismos
celulares y moleculares regulados por concentraciones elevadas de LDL
(rango patoldgico en el plasma hipercolesterolémico humano) en relacion
al proceso de diferenciacion de monocito a macréfago (Articulo 1). En
base a estudios en cultivos celulares se ha demostrado que niveles
aterogénicos de LDL (180 mg/dL), en su forma nativa, estimula la
diferenciacion de monocito a macréfago, ocasionando cambios
prematuros en su morfologia celular asi como en su perfil fenotipico,
especialmente en lo que refiere al nivel de expresion CD14. Esta
glicoproteina de membrana considerada como un marcador de monocito,

debido al mayor nimero de moléculas expresadas en la superficie de
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estas células®. Los monocitos refieren de hecho a una poblacion
heterogénea, con caracteristicas funcionales especificas para cada una de
ellas. Cada subpoblaciéon contribuye de forma distinta al proceso
inflamatorio y persistente que se produce en la intima arterial®®* durante el
desarrollo de la placa arteriosclerética. Esta Tesis, mediante técnicas de
citometria de flujo, se ha puesto en evidencia la disminucién del nivel de
expresion de células CD14" y el incremento del subtipo CD14“™ CD16"
en monocitos expuestos a concentraciones aterogénicas de LDL durante
los primeros estadios de diferenciacion a macrofago. Este subtipo ha sido
referenciado por exhibir propiedades inflamatorias y proaterogénicas
debido a su capacidad de interaccionar con el endotelio vascular y su
tendencia a sobreexpresar receptores de quimioquinas®®. Es ademés
interesante destacar, que monocitos expuestos a LDL durante el proceso
de diferenciacion a macréfago, muestran una disminucion del marcador
de superficie CD163, siendo la disminucién especialmente evidente en el
fenotipo CD14%™ CD16", lo que se asocia con una mayor susceptibilidad

186,286 Estos

al estrés oxidativo y menor capacidad ateroprotectora
resultados  sugieren que un perfil proaterogénico en el
monocito/macréfago por efecto de elevadas concentraciones de LDL, se

inicia desde las fases tempranas del proceso de diferenciacion.

Los subtipos de monocitos con la expresion de CD16 en la superficie se
han asociado al fenotipo de macréfagos tisulares’’. Asi pues, junto a
nuestros resultados del CD14, esto da soporte que la LDL estimula la
diferenciacion de monocito a macrofago. En estudios clinicos, la
expresién de CD16 en monocitos de sujetos con hipercolesterolemia
familiar se ha correlacionado con niveles bajos de HDL. Por el contrario,
se ha descrito una correlacion directa entre la presencia de monocitos con
fenotipo CD16" y los valores de colesterol total y triglicéridos, sugiriendo

que los subtipos de monocitos ricos en CD16" se asocian a perfiles
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lipidicos proaterogénicos™’. Por tanto, nuestros resultados junto con
aquellos de otros autores, sugieren nuevas vias de interaccion entre la
disregulacion del metabolismo lipidico, la inmunidad innata y la

aterosclerosis.

Entre las diferentes células de inmunidad innata, la capacidad de
resistencia a la apoptosis es una caracteristica que diferencia al macrofago
tisular del monocito®. La apoptosis celular implica una compleja trama
de efectores y vias de sefializacion que regulan tanto el proceso que
desencadena la muerte celular como el mecanismo efector que vehiculiza

que esta se produzca.

Uno de los aspectos evaluados en el marco de esta Tesis fue determinar si
niveles aterogénicos de LDL afectan a la capacidad de resistencia celular
a la apoptosis durante la fase temprana de diferenciacién de monocito a
macréfago. En este sentido, nuestros resultados pusieron en evidencia que
ni la expresion de BAX ni BCL2, marcadores altamente establecidos en el

balance de sefiales pro y antiapoptéticas de la via intrinseca”®®?®

, Se ve
afectada por los niveles de LDL. De forma similar, la integridad de la
membrana celular determinada por el marcaje con anexina V - yoduro de
propidio no sufre modificaciones significativas en presencia de niveles
aterogénicos de LDL. Estos resultados sugieren que la viabilidad celular
no esta condicionada por niveles patolégicos de LDL. Estos resultados,
sin embargo, no permiten excluir posibles efectos mediados a través de la
via extrinseca, mecanismo por el cual las células adherentes pueden sufrir
procesos de apoptosis debidos a una disminucion de interacciones célula-

célula y célula-matriz extracelular, lo que se conoce como anoikis.

El DR5, es uno de los receptores de muerte de la via extrinseca que esta
involucrado directamente en la anoikis celular a través de moléculas como

las caspasas CASP8 y CASP3'°. ElI DR5 se encuentra en una forma
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precursora (pre-DR5) y otra madura (m-DR5) que se diferencian entre
ellas por la presencia de un péptido de 55 aminoacidos en su extremo N-
terminal®*#2, La anoikis esta ademas regulada por integrinas que median
la interaccion célula-célula y célula-matriz extracelular. Mediante esta
Tesis se ha puesto en evidencia que las LDL inducen una disminucién del
contenido proteico de la forma precursora de DR5 en el monocito en fase
de diferenciacién, mientras que no producen ese efecto sobre el nivel de
mMRNA, lo que sugiriere la idea de una regulacion post-transcripcional del
gen DRS5 por efecto de la LDL.

Entre los posibles mecanismos implicados en procesos de regulacion
postranscripcional, los miRNAs, moléculas de RNA no codificante entre
20-25 bases de longitud, han emergido en los ultimos afios como
represores especificos de expresion génica y por ello de regulacion post-
transcripcional. De hecho, se presume que mas del 60% de los genes
codificantes de proteinas en células humanas estan regulados por
miRNAs. Cada vez un mayor numero de evidencias ponen de manifiesto
que los miRNAs estan relacionados con el proceso aterosclerotico, ya sea
como posibles marcadores o como reguladores de los componentes
celulares involucrados en el desarrollo de las lesiones®***. Analisis en in
silico predicen el miR-126-3p como el mejor candidato implicado en
regulacion postranscripcional de DR5 y de hecho en monocitos humanos
la expresién del miR-126-3p (MiR-126) se incrementa sostenidamente por
efecto de la LDL mientras que los niveles proteicos de pre-DR5 se hallan
disminuidos. Confirmando los resultados de esta Tesis, el miR-126 se ha
asociado con niveles plasmaticos elevados de LDL en individuos con
factores de riesgo para la enfermedad aterocoronaria®®. Por otro lado, el
miR-126 se ha involucrado en la regulacion de motilidad celular y de

interaccion célula-célula procesos de neovascularizacion®®.
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Las LDL inducen, ademas, una disminucion en los niveles de caspasa 8
(CASP8) y de la forma precursora de caspasa 3 (CASP3). Estos resultados
sugieren un aumento en la capacidad de resistencia a la anoikis durante la
diferenciacion del monocito a macréfago cuando se halla expuesto a
concentraciones elevadas de LDL, proceso que ocurre en el subendotelio
vascular durante las primeras fases de desarrollo de la lesion
arteriosclerética. Las integrinas, es otro de los componentes moleculares
gue condicionan directamente el proceso de anoikis, ya que regulan la
adhesiéon celular al substrato subyacente y las interacciones célula-
célula®®’. Dentro de la familia de integrinas, la 031 es relevante por
regular la resistencia a anoikis en células diferenciadas'??. De hecho, la
subunidad a3 (CD49c) no se detecta practicamente en el monocito
humano, mientras que se expresa de forma muy marcada en el macréfago
generado tras varios dias de diferenciacion in vitro. El hecho de que el
monocito, aun en una fase temprana de diferenciacion presente ya niveles
de CD49c similares al macrofago diferenciado da soporte a la opinién
generada a partir del trabajo de esta Tesis de que las LDL estimulan la
expresion de moléculas de adhesion celular y disminuyen los efectores de
apoptosis, de forma que regulan anoikis en monocitos. Este efecto de las
LDL se traduce en un aumento en la supervivencia celular del macréfago

en etapas tempranas de diferenciacion.

Hay que destacar que uno de los proceso clave en el inicio y la progresion
de la lesion arteriosclerética es la retencion y acimulo de LDL en el
espacio subendotelial®®. Debido a su interaccion con los proteoglucanos y
proteinas de la matriz extracelular que favorecen su modificacién
(agregacion, glucosilacion, protedlisis enzimaticas, oxidaciones, etc.), lo
que incrementa su aterogenicidad**™® y conlleva a la activacién de
procesos de inflamacidn local y de la respuesta de inmunidad innata, de la

cual los principales componentes celulares a nivel de pared vascular son
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monocitos y macr6fagos™®®?%.

Las LDL modificadas por agregacion
(agLDL) son, ademas, potentes inductoras del acumulo intracelular
masivo de ésteres de colesterol en macrofagos, de modo que adquieren un

47,128,300,301

fenotipo de célula espumosa , con una sobreexpresion de la

respuesta inflamatoria'®®*%.

Es conocido que el colesterol acumulado en las diferentes lesiones
ateroscleroticas proviene en su mayoria de las particulas de lipoproteinas
de baja densidad (LDL) circulantes. En zonas de la pared vascular con
predisposicion a las lesiones ateroscleroticas, con una permeabilidad
aumentada, la hipercolesterolemia plasmatica esta asociada con un
aumento de transcitosis de LDL a través del endotelio vascular y
acumulacién en el espacio subendotelial. A este respecto, los individuos
gue padecen hipercolesterolemia familiar (FH), patologia debida
mayoritariamente a un desorden genético en el receptor de las LDL
(LDLR), se caracterizan por presentar niveles circulantes excesivamente
elevados de LDL desde la infancia y una alta predisposicion al desarrollo
prematuro de la aterosclerosis y enfermedad cardiovascular®®. De hecho,
se han descrito manifestaciones clinicas cardiovasculares a edades
tempranas, entre 25 y 40 afios, en sujetos con FH*% Hasta ahora, sin
embargo, los factores celulares y moleculares asociados a tal riesgo no

estan bien caracterizados.

La internalizacidn celular de LDL en el macréfago humano se ha asociado
a la funcion de diferentes componentes de la “Familia de receptores de
lipoproteinas de baja densidad”, entre ellos LDLR, LRP1, LRP5 y
LRP6*" 43146308 " Molecularmente, estos receptores presentan dominios
comunes. Sin embargo, sus niveles de expresion y su disponibilidad en la
superficie celular estan regulados de forma diferente dependiendo de los

niveles de colesterol. Asi, las LDL en su forma nativa son internalizadas
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especificamente por el LDLR, receptor cuya expresion esta modulada
negativamente por el contenido de colesterol intracelular®. Por el
contrario, nuestro grupo ha demostrado que las formas agregadas de LDL
son internalizadas mayoritariamente en el macrdéfago a través del LRP1y
LRP5*,

En base a estos estudios previos, esta Tesis se planted investigar el perfil
de expresion de los diferentes componentes de la “Familia de receptores
LDL” en macrofagos derivados de monocitos asi como en la fraccion de
células leucocitarias circulante (PBL) de sujetos FH, expuestos de forma
cronica a niveles elevados de LDL, relacionando los resultados con el
fenotipo celular, capacidad de internalizar lipidos y su posible relevancia
como condicionante del elevado riesgo de enfermedad coronaria
prematura en esta poblacion (Articulo 2).

El estudio ha puesto por primera vez en evidencia que la fraccién PBL en
sujetos FH jovenes heterocigotos para mutaciones en el receptor LDLR,
presentan niveles elevados de expresion de LRP5 en la fraccion PBL de
pacientes FH, comparado con sujetos control sanos o con pacientes con
hipercolesterolemia secundaria (sc-HC). ElI LRP6, homoblogo para el
LRP5 y con un solapamiento en sus funciones *°, también presenta un
incremento en FH respecto a pacientes sc-HC. A diferencia de estos
receptores, el LRP1 no muestra un patrén diferencial asociado a FH, lo
gue es consecuencia de una menor respuesta a los niveles de LDL
plasmaticos. Esta menor sensibilidad del LRP1, podria explicar la
aparente discrepancia con un estudio en pacientes con un alto grado de
severidad para la FH (50% pacientes homocigotos) donde se observaron
niveles incrementados de LRP1 en monocitos aislados’®*®. Corroborando
los resultados con células humanas, estudios en modelo de ratén, muestran
al Lrp5 como el receptor con mayor respuesta en situaciones de

hipercolesterolemia inducida por dieta.
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De forma similar a lo observado en células circulantes, los macréfagos
derivados de monocitos en pacientes FH presentan niveles de expresion de
LRP5 més elevados que las células obtenidas de sujetos sanos. Este
comportamiento que se manifiesta especialmente cuando las células se
exponen a LDL agregadas no se observa para el receptor LRP1. Es
interesante remarcar que el incremento de LRP5 en el macréfago-FH es
mayor en aquellos pacientes que presentan niveles celulares de LDLR por
debajo de la mediana de la poblacién, efecto que una vez mas no es

evidente con el receptor LRP1.

A fin de descartar la relevancia de otros receptores en la internalizacion de
LDL agregadas por el macréfago FH, analizamos CD36 y MARCO,
receptores “scavengers” implicados en la captacion de LDL modificadas.
El hecho los individuos control y pacientes FH mostraron un perfil
transcripcional similar en condiciones basales y en respuesta a la
presencia de agLDL, esto refuerza el resultado de esta Tesis de que LRP5
es un receptor lipidico altamente activo en células inmunitarias en
pacientes FH con mutaciones funcionales en el receptor LDL. Por ello se
puede especular que el LRP5 promueve el aclaramiento de lipidos de la
intima arterial, contribuyendo eventualmente a la formacién de la placa
aterosclerética, cuando la homeostasis del colesterol se encuentra
saturada. Mediante técnicas de tincién de Herxheimer pusimos en
evidencia el acumulo intracelular de lipidos en macr6fagos FH, en igual o
mayor medida que en macrofagos control. De hecho, comparando con
controles sanos, los macréfagos de pacientes FH presentan una menor
expresion transcripcional de la proteina HMGCR, la cual est4 regulada

negativamente por los niveles de colesterol intracelular*?3%.

Como prueba de concepto y a fin de corroborar la importancia del LRP5
en aterogénesis, se realizaron estudios en un modelo de ratén con

hipercolesterolemia inducida por dieta. El analisis inmunohistoquimico de
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la aorta mostrd células con marcadores de macrofago y positivas para
ApoB y LRP5 adheridas al endotelio vascular, sugiriendo al igual que
ocurre en macrofagos humanos, una relacion directa entre LRP5 y la
internalizacion de lipidos. Estudios previos de nuestro grupo han puesto
en evidencia que lesiones arterioscleroticas avanzadas humanas presentan
un elevado contenido en LRP5 que se colocaliza con zonas ricas en
macrofagos, identificadas mediante el marcador celular HAM56%,
Ademas, tanto en esta Tesis como en estudios anteriores*® se ha
demostrado mediante técnicas de silenciamiento la relevancia del LRP5
en la internalizacién de colesterol-LDL en el macr6fago humano, y su
mayor eficacia respecto al LRP1, lo que se ha atribuido una mejor

capacidad de respuesta en condiciones de saturacién lipidica®.

Hasta ahora, sin embargo, la contribucién del LRP5 en el proceso de
aterosclerosis no esta bien definida, pudiendo su funcién variar
dependiendo del tipo celular donde se expresa. En modelos de ratdn,
animales deficientes para Lrp5 y ApoE tiene mayores lesiones

ateroscleréticas que aquellos Gnicamente ApoE™3.

Esta aparente
controversia con nuestros resultados podria deberse a que la deficiencia de
LRP5 impide la activacion de la via canoénica de sefializacion por
Wnt*3% 3 cual en macréfagos se asocia a motilidad celular a través de

un mecanismo mediado por la beta-catenina®”.

Los monocitos presentes en la intima arterial pueden diferenciarse a
macrofagos de varios subtipos, caracterizados por diferentes epitopes de
superficie y receptores de membrana. Un estudio reciente de nuestro
grupo ha puesto en evidencia niveles de LRP5 més elevados en
macro6fagos derivados de los monocitos CD14°CD16", que en macréfagos
derivados de monocitos proinflamatorios que carecen de CD16°. Los
macrofagos CD16" usualmente se relacionan con el fenotipo M2, también

caracterizado por presentar CD163%°, un receptor “scavenger”
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involucrado en el catabolismo de la hemoglobina mediante del aumento
de la expresion de HMOXZ1, lo que confiere proteccion frente a procesos

de estrés oxidativo'®,

La presencia de CD163 en macrdfagos de lesiones ateroscleroticas
humanas estd asociada con propiedades antiinflamatorias. Ademas,
estudios en raton ApoE” relacionan la regresién de la placa aterosclerética
con la presencia de macréfagos CD163". El macrdfago, sin embargo, es
una célula de elevada plasticidad, con un fenotipo y funciones que se
adaptan en respuesta de las sefiales externas. Hay que destacar que los
macrofagos de pacientes FH presentan una disminucion significativa en la
expresion de CD163 cuando se exponen a LDL agregadas, efecto que no
se evidencia en individuos sanos. Por ello se sugiere una pérdida del
efecto ateroprotector mediado por HMOXL1 en el macréfago del paciente
FH. De hecho, los pacientes con el fenotipo de FH mas severo (FH nulos)
y que por ello estan expuestos a niveles mas elevados de LDL, tienen una
menor expresion transcripcional del CD163 en macré6fagos. Este resultado
corrobora ademas la disminucién que hemos observado en la expresién de
CD163, estadios tempranos diferenciacion de monocito a macréfago en
presencia de niveles aterogénicos de LDL (Articulo 1). De igual forma, la
fraccion PBL en ratén hipercolesterolémico presenta una tendencia a
niveles mas bajos de CD163, efecto que no se observa en animales
deficientes para Lrp5. El aumento de LRP5 y disminucion de CD163 en
macréfagos FH podrian inducir de forma complementaria sefiales
aterogénicas en el sistema de inmunidad innata, favoreciendo con ello el
desarrollo prematuro de lesiones. La condicion de hiperlipemia, como
factor de riesgo aterogénico en la clinica del paciente FH ha sido
estudiada ampliamente. Estudios de tomografia por emision de positrones
han proporcionado evidencia de que en los pacientes FH hay una mayor

inflamacion arterial en comparacion a controles sanos. Esta inflamacion
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disminuye de forma muy aparente en pacientes sometidos a tratamiento de

aféresis de lipoproteinas®.

Tipicamente la respuesta de inmunidad innata no muestra una activacion a
largo plazo. Sin embargo, recientemente se ha sugerido el concepto de
“memoria de inmunidad innata” que refiere al hecho de que las células de
este sistema inmunitario pueden adoptar un fenotipo proinflamatorio
persistente que se mantiene incluso después de haber cesado el estimulo
que lo origind'™. Este comportamiento, descrito inicialmente en
monocitos humanos expuestos ex vivo a diferentes microrganismos vy

derivados bacterianos®#**?,

se ha relacionado también al proceso
aterosclerdtico. En este sentido se ha sugerido que la memoria de
inmunidad innata puede inducirse también en presencia de niveles
elevados de colesterol, bien sea en la pared arterial o en otros 6rganos
como higado y médula®“. En este sentido, trabajos recientes de nuestro
grupo ponen en evidencia gque pacientes FH, aun estando en tratamiento
hipolipemiante segln guias terapéuticas, presentan niveles de
microparticulas circulantes derivadas de la fraccién leucocitaria, con

marcadores de activacion celular®®

, sugiriendo un proceso inflamatorio
crénico en pacientes caracterizados por estar expuesto a niveles elevados
de LDL desde la infancia y que podria contribuir al desarrollo prematuro
de aterosclerosis. A pesar de que la importancia del proceso inflamatorio
en aterosclerosis estd ampliamente reconocido, existen todavia muchas
incognitas sobre los efectores y mecanismos moleculares involucrados.
Por ello, como parte de esta Tesis Doctoral se ha caracterizado el perfil de
miRNAs asociados a inflamacion en macréfagos humanos derivados de
monocitos, investigando, ademés, la importancia de los MIRNAs
candidatos y sus genes diana en macréfagos de pacientes FH, en relacion
a los niveles plasmaticos de LDL y el tiempo de exposicion a las mismas

(Articulo 3).
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Mediante técnicas de PCR a tiempo real y utilizando un “array” que
incluye 377 de los miRNAs mejor representados en célula humana, segin
la base de datos miRBase, se seleccionaron aquellos con una respuesta
consistente frente al estimulo inflamatorio inducido por LPS. Entre ellos,
el miR-505-3p mostrd un comportamiento diferencial en macréfagos FH
respecto a sujetos sin mutacion en el gen LDLR y aparentemente sanos.
Este comportamiento en FH se observa en células diferenciadas durante 7
dias en condiciones in vitro y se mantiene tras su exposicién a LDL
modificadas por agregacién durante un periodo de 24 horas. Resultado
que apoya la hipo6tesis de que la célula de inmunidad innata en sujetos FH
presenta caracteristicas proinflamatorias que se mantienen tras cesar el
estimulo desencadenante. Corroborando el estado proinflamatorio del
macrofago-FH, se demostrd que estas células presentan un aumento en la
expresion transcripcional de los receptores de quimioquinas CCR3, CCR4
y CXCR1, modificacion consistente con la disminucion en el miR-505-3p
que se observa en estas mismas células en comparacion con los
macrofagos control. De acuerdo con estos resultados, RUNX1, factor de
transcripcion identificado in silico como molécula reguladora del miR-
505-3p en la expresion de CCR3, CCR4 y CXCR1, se encuentra también
significativamente aumentada en macréfagos FH derivados de monocito

tras 7 dias de diferenciacion in vitro.

La familia de quimioquinas refiere a un grupo de proteinas que coordinan
diferentes funciones del sistema inmunitario y regulan procesos de
migracién de leucocitos en inflamacion®®. En modelos murinos, la
inhibicion de las quimioquinas se asocia con la disminucion de la carga

aterosclerética®='°.  De

hecho, CCR3 se expresa en lesiones
ateroscleroticas humanas, en areas con elevado contenido en macréfagos,
mientras que su expresion es reducida en segmentos arteriales sin

lesion®**. Ademas, mediante técnicas de inmunohistoquimica se ha
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observado la presencia de CCR3 en células musculares lisas y células
mastoideas, componentes celulares del tejido vascular, relacionados con
el desarrollo de la lesion®®. CCR4 y su ligando CCL17 se encuentran
presentes en lesiones avanzadas en modelo de raton®' y se ha descrito
como diana terapéutica de tratamientos hipolipemiantes®. La expresion
de CCR4 tiene un efecto sobre el fenotipo del macré6fago, influyendo en
su actividad inflamatoria y respuesta fibrotica®®.

Es interesante destacar que los niveles de expresion de receptores de
quimioquinas y miR-505-3p en macrdfagos FH no se ven afectados por la
concentracion plasmatica de LDL en el momento de inclusion en el
estudio. Por el contrario, estan relacionados con la edad del paciente,
encontrandose valores significativamente mas elevados de CCR3, CCR4,
y CXR1 y reducidos de miR-505-3p en el subgrupo con edad superior a la
mediana de la poblacidn. Este efecto no se observa en el grupo control, lo
que sugiere que los macréfagos de pacientes con mayor tiempo de
exposicion a niveles elevados de LDL tienen un perfil proinflamatorio

mas marcado, incluso estando en tratamiento hipolipemiante.

En resumen, los resultados de este trabajo contribuyen a conocer mejor
componentes moleculares y mecanismos celulares que vinculan
alteraciones del metabolismo lipidico con procesos inflamatorios
derivados de células de inmunidad innata. Se demuestra que las LDL
regulan la diferenciacion de monocito a macrdéfago, células que en
pacientes FH presentan una expresion aumentada del receptor LRP5, que
se asocia a la internalizacion lipidica y en consecuencia a un perfil mas
aterogénico. Se pone, ademas, en evidencia que la exposicion prolongada
de células de inmunidad innata a un nicho hipercolesterolémico conlleva a
un perfil proinflamatorio que se mantiene en el tiempo, en ausencia del

estimulo lipidico.
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La diferenciacion de monocito a macréfago, en sus etapas

iniciales, esta estimulada por niveles aterogénicos de LDL.

Las LDL inducen la expresion de moléculas de adhesion celular y
disminuyen efectores apoptéticos de la via del DR5 en monocitos en
diferenciacion, regulando la anoikis y procesos de supervivencia

celular en macréfagos incipientes.

El miR-126-3p, identificado in silico como regulador
postranscripcional del DR5, se encuentra aumentado en monocitos

expuestos a LDL durante la diferenciacion a macrofago.

Niveles aterogénicos de LDL favorecen la presencia de monocitos
con fenotipo CD14“™CD16" y expresion reducida de CD163,
receptor  “scavenger” con propiedades antiinflamatorias 'y

antioxidantes.

El receptor LRP5, involucrado en internalizacion de lipidos en
células de inmunidad innata, se encuentra incrementado en
pacientes con hipercolesterolemia familiar, caracterizados por

mutaciones funcionales en el receptor LDLR.

Leucocitos circulantes en pacientes FH jovenes presentan mayor
expresion de LRP5 que controles sanos emparejados por edad y sexo

0 pacientes con hipercolesterolemia secundaria.

Macréfagos derivados de células mononucleares formadas vy
circulantes en un nicho de concentraciones elevadas de LDL, aunque
presentan niveles disminuidos de LDLR, mantienen su funcion para

internalizar lipidos.
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Los niveles de expresion transcripcional de LDLR y LRP5
correlacionan negativamente en macréfagos FH con elevada carga

lipidica.

La exposicion de macrofagos de pacientes FH a LDL modificas por
agregacion lleva a una pérdida en la expresion del receptor CD163

comparado con sujetos control.

Los macrofagos derivados de monocitos en pacientes FH, en
tratamiento hipolipemiante segun guias clinicas, presentan un
fenotipo pro-inflamatorio caracterizado por un aumento en el

perfil transcripcional de receptores de quimoquinas.

El miR 505-3p, con respuesta a estimulos inflamatorios, se encuentra
disminuido en macréfagos de pacientes FH, independientemente de

la presencia de LDL.

El fenotipo FH esta asociado a un aumento transcripcional de los
receptores de quimioquinas CCR3, CCR4, CXCR1, cuya expresion

esta regulada por miR 505-3p, segun resultados de analisis in silico.

Los niveles de expresion de receptores de quimioquinas y miR-505-
3p en macrofago son dependientes de la edad en pacientes FH pero
no en sujetos control, lo que sugiere un efecto asociado al tiempo de

exposicion a niveles elevados de LDL.
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