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2

DESCRIPCIÓN

Transcriptoma de alta resolución de macrófagos humanos

La invención se basa en el hallazgo de marcadores de superficie específicos para macrófagos de tipo M1 y M2 y 
proporciona un procedimiento para identificar, distinguir entre y aislar macrófagos de tipo M1 (activados clásicamente) 
y de tipo M2 (activados alternativamente) en función de la abundancia de dichos marcadores de superficie y medios 5
para realizar dicho procedimiento.

Antecedentes de la invención

Los macrófagos representan células fagocíticas residentes en los tejidos y están involucrados en la homeostasis tisular 
y en la inducción de reacciones inflamatorias contra patógenos mediante el uso de su amplia gama de receptores de 
reconocimiento de patrones (Geissmann F. y col., Science 327 (5966): 656-661 ( 2010)). En el contexto de la respuesta 10
inmunitaria respectiva, los macrófagos, a menudo denominados macrófagos de fenotipo de tipo M1 y de tipo M2, están 
polarizados con respecto a propiedades funcionales específicas. Los macrófagos de tipo M1 polarizados clásicamente 
pueden inducirse con IFN-γ en solitario o junto con LPS o TNF-α utilizando M-CSF o GM-CSF (Martinez F.O. y col., 
The Journal of Immunology 177 (10): 7303-7311 2006)). Los macrófagos de tipo M1 son células efectoras de
respuestas inmunitarias inflamatorias clásicas que ejercen un fenotipo IL-12alto, IL-23alto e IL-10bajo con secreción de 15
citocinas inflamatorias IL-1β, IL-6 y TNF-α. Muestran un fenotipo caracterizado por la expresión de CD86, CD64 y 
CD16 (Biswas S.K., Mantovani A., Nat Immunol. 11(10):889-896 (2010); Mantovani A., Sica A., Curr Opin Immunol. 
22(2):231-237 (2010)). En cambio, los macrófagos que se activan por otros mecanismos distintos de IFN-γ/LPS/TNF-
α se agrupan en el subconjunto de macrófagos de tipo M2 activados alternativamente. Los macrófagos no activados 
clásicamente pueden inducirse con citocinas que incluyen IL-4 e IL-13, pero también se han descrito otros estímulos 20
(Biswas SK, Mantovani A., Nat Immunol. 11(10):889-896 (2010); Mantovani A., Sica A., Curr Opin Immunol. 22(2):231-
237 (2010)). Estas células comparten un fenotipo IL-12bajo e IL-23bajo y expresan CD23. Durante la última década, las 
adaptaciones fenotípicas de los macrófagos a los estímulos ambientales se han relacionado con cambios radicales en 
la regulación transcripcional, principalmente mediante la aplicación de perfiles de expresión génica basados en 
micromatrices (Martinez FO y col., The Journal of Immunology 177 (10): 7303-7311 (2006); Gustafsson C, Mjosberg 25
J, Matussek A. y col., PLoS ONE. 3 (4): e2078 (2008); Lehtonen A. y col., J Leukoc Biol. 82(3):710-720 (2007); Nau 
G.J. y col., Proc Natl Acad Sci U S A 99(3):1503-1508 (2002)). De hecho, se ha recopilado una gran cantidad de datos 
que cubren la reprogramación transcripcional de macrófagos, aunque no siempre es sistemática (Martinez F.O. y col., 
The Journal of Immunology 177 (10): 7303-7311 (2006); Gustafsson C. y col., PLoS ONE. 3 (4): e2078 (2008); 
Lehtonen A. y col., J Leukoc Biol. 82(3):710-720 (2007); Nau G.J. y col., Proc Natl Acad Sci U S A 99(3):1503-1508 30
(2002); Heng T.S. y col., Nat Immunol. 9(10):1091-1094 (2008)). Sin embargo, los mecanismos moleculares que 
controlan la reprogramación transcripcional en los macrófagos están lejos de entenderse y se ha sugerido que se 
requerirán análisis integradores de datos epigenómicos y transcriptómicos para comprender mejor cómo integran los 
macrófagos la información que reciben de sus respectivos microambientes (Lawrence T., Natoli G., Nat Rev Immunol. 
11(11 ):750-761 (2011)), permitiendo la identificación de combinaciones específicas de factores de transcripción 35
responsables de los programas de macrófagos celulares.

La introducción de la secuenciación de ARN (sec-ARN) para examinar transcriptomas completos ha supuesto un reto 
para los estudios de perfiles de expresión génica previamente establecidos (Ozsolak F., Milos P.M., Nature reviews 
Genetics 12(2):87-98 (2011); Wang Z, Gerstein M, Snyder M., Nature reviews Genetics 10 (1): 57-63 (2009); Marioni 
J.C. y col., Genome Res. 18(9):1509-1517 (2008)). Las ventajas atribuidas a la sec-ARN sobre el análisis de 40
micromatrices incluyen aumentos en la cantidad y calidad de los transcritos, detección mejorada de acontecimientos 
de corte y empalme alternativo y transcritos de fusión génica, y un rango dinámico de detección más amplio (Ozsolak 
F., Milos PM, Nature reviews Genetics 12(2):87-98 (2011); Wang Z. y col., Nature reviews Genetics 10 (1): 57-63 
(2009); Marioni J.C. y col., Genome Res. 18(9): 1509-1517 (2008)).

Breve descripción de la invención45

Para comprender mejor la polarización e integración de las señales ambientales por parte de los macrófagos e 
identificar marcadores más específicos para diferentes estados funcionales, se han solicitado datos de transcriptoma 
de alta resolución (Murray P.J., Wynn T.A., Nat Rev Immunol. 11(11):723-737 (2011)). Utilizando la polarización de 
M1 y M2 como modelos, se aplicó sec-ARN y se comparó el contenido de la información con los datos derivados del 
análisis de micromatrices. Proporcionamos nuevos conocimientos sobre la biología de los macrófagos humanos y 50
determinamos varios marcadores nuevos asociados a la polarización clásica y alternativa de macrófagos en seres 
humanos.

Por tanto, la invención proporciona

(1) un procedimiento in vitro para identificar, distinguir entre y aislar macrófagos de tipo M1 y de tipo M2 que 
comprende la caracterización de los macrófagos en función del nivel de expresión de uno o más de los marcadores 55
de superficie celular específicos asociados a M1 CD120b que tiene la secuencia de ácido nucleico de la SEQ ID 
NO: 1, TLR2 que tiene la secuencia de ácido nucleico de la SEQ ID NO: 3 y SLAMF7 que tiene la secuencia de 
ácido nucleico de la SEQ ID NO: 5, o de uno o más de los marcadores de superficie celular específicos asociados 
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a M2 CD1a que tiene la secuencia de ácido nucleico de la SEQ ID NO: 7, CD1b que tiene la secuencia de ácido 
nucleico de la SEQ ID NO: 9, CD93 que tiene la secuencia de ácido nucleico de la SEQ ID NO: 11 y CD226 que 
tiene la secuencia de ácido nucleico de la SEQ ID NO: 13, respectivamente, en el que el nivel de expresión de los 
marcadores de superficie celular asociados a M1 es al menos 30 % mayor en macrófagos de tipo M1 que en 
macrófagos de tipo M2 y el nivel de expresión de los marcadores de superficie celular asociados a M2 es al menos 5
30 % mayor en macrófagos de tipo M2 que en macrófagos de tipo M1;
(2) una realización preferida del aspecto (1) anterior, en el que la identificación de y la distinción entre los 
macrófagos de tipo M1 y de tipo M2 se realiza mediante una amplificación o mediante una resecuenciación dirigida 
de uno o más de los ácidos nucleicos marcadores de superficie celular específicos asociados a M1 CD120b, TLR2 
y SLAMF7 (SEQ ID NO: 1, 3 y 5), o de uno o más de los ácidos nucleicos marcadores de superficie celular 10
específicos asociados a M2 CD1a, CD1b, CD93 y CD226 (SEQ ID NO: 7, 9, 11 y 13), respectivamente, del 
macrófago, en particular utilizando uno o más cebadores derivados de cada uno de los ácidos nucleicos 
marcadores, y una detección posterior del producto de amplificación/resecuenciación;
(3) una realización preferida del aspecto (1) anterior, en el que la identificación de y la distinción entre los 
macrófagos de tipo M1 y de tipo M2, comprende hibridar una o más sondas selectivas con uno de los ácidos 15
nucleicos marcadores de superficie celular específicos asociados a M1 CD120b, TLR2 y SLAMF7 (SEQ ID NO: 1, 
3 y 5), o para uno de los ácidos nucleicos marcadores de superficie celular específicos asociados a M2 CD1a, 
CD1b, CD93 y CD226 (SEQ ID NO: 7, 9, 11 y 13), respectivamente, del macrófago;
(4) una realización preferida del aspecto (3) anterior, en la que la hibridación se realiza en una matriz de hibridación;
(5) una realización preferida del aspecto (1) anterior, en la que la identificación de, la distinción entre y al aislamiento 20
de los macrófagos de tipo M1 y de tipo M2, comprende poner en contacto los macrófagos con una o más moléculas 
de unión dirigidas contra las proteínas marcadoras de superficie celular específicas asociadas a M1 CD120b, TLR2 
y SLAMF7 (SEQ ID NO: 2, 4 y 6), o con una o más moléculas de unión dirigidas contra las proteínas marcadoras 
de superficie celular específicas asociadas a M2 CD1a, CD1b, CD93 y CD226 (SEQ ID NO: 8, 10, 12 y 14), 
respectivamente;25
(6) el uso de un kit para realizar el procedimiento según los aspectos (1) a (5) anteriores, cuyo kit comprende al 
menos un reactivo para identificar, distinguir entre y aislar macrófagos de tipo M1 y al menos un reactivo para 
identificar, distinguir entre y aislar macrófagos de tipo M2, seleccionándose dichos reactivos de

(i) uno o más cebadores derivados de los ácidos nucleicos marcadores como se define en el aspecto (2) 
anterior,30
(ii) una o más sondas selectivas para los ácidos nucleicos marcadores de la superficie celular como se define 
en el aspecto (3) anterior,
(iii) una matriz de hibridación como se define en el aspecto (4) anterior, o
(iv) una o más moléculas de unión como se define en el aspecto (5) anterior;

(7) el uso de anticuerpos seleccionados de anticuerpos dirigidos contra CD120b que tienen la secuencia proteica 35
de la SEC ID NO: 2, anticuerpos dirigidos contra TLR2 que tienen la secuencia proteica de la SEQ ID NO: 4 y 
anticuerpos dirigidos contra SLAMF7 que tienen la secuencia proteica de la SEQ ID NO: 6 para realizar el 
procedimiento de acuerdo con los aspectos (1) a (5) anteriores, en el que los anticuerpos son para identificar, 
caracterizar y aislar macrófagos de tipo M1;
(8) el uso de anticuerpos seleccionados de anticuerpos dirigidos contra CD1a que tienen la secuencia proteica de 40
la SEC ID NO: 8, anticuerpos dirigidos contra CD1b que tienen la secuencia proteica de la SEC ID NO: 10, 
anticuerpos dirigidos contra CD93 que tienen la secuencia proteica de la SEQ ID NO: 12 y anticuerpos dirigidos 
contra CD226 que tienen la secuencia proteica de la SEQ ID NO: 14 para realizar el procedimiento según los 
apartados (1) a (5) anteriores, en el que los anticuerpos son para identificar, caracterizar y aislar macrófagos de 
tipo M2.45

Breve descripción de las figuras

Figura 1: Caracterización fenotípica de macrófagos humanos de tipo M1 y de tipo M2 derivados de monocitos 
CD14+ de sangre periférica. La expresión de marcadores de linaje de macrófagos típicos se determinó por 
citometría de flujo (izquierda) de macrófagos de tipo M1 y de tipo M2 generados en presencia de GM-CSF (panel 
superior) o de M-CSF (panel inferior) mostrándose la cuantificación en el gráfico de la derecha. Expresión de (a) 50
CD11b, (b) CD14, (c) CD68, (d) HLA-DR, (e) CD64, (f) CD86 y (g) CD23, respectivamente. *P <0,05 (prueba de la 
t de Student). Los números que aparecen en los gráficos indican la intensidad de fluorescencia media. Los datos 
son representativos de nueve experimentos independientes (a, b, d, e, f, g; media y e.e.m. (error estándar de la 
media)) o de ocho experimentos independientes (c; media y e.e.m.), cada uno de ellos realizado con células 
derivadas de un donante diferente.55
Figura 2: Huella genética de ARN basada en micromatrices de macrófagos humanos de tipo M1 y de tipo M2. (a) 
Análisis de los componentes principales de macrófagos humanos no polarizados (M0) y polarizados (M1, M2). (b) 
Agrupación jerárquica no supervisada de macrófagos humanos de tipo M0, M1 y M2. (c) Visualización en forma de 
mapa cromático de marcadores conocidos para macrófagos humanos de tipo M1 y de tipo M2. Los datos se 
normalizaron a puntuación z. (d) Izquierda: red de genes altamente expresados en macrófagos de tipo M1 (factor 60
de cambio >2,0) en comparación con macrófagos M0 identificados por análisis de micromatrices. Derecha: para la 
comparación de macrófagos de tipo M2 frente a M0 los datos se cargaron en la red asociada a M1. (e) Derecha: 
red de genes altamente expresados en macrófagos de tipo M2 (factor de cambio >1,65) en comparación con 
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macrófagos M0 identificados por análisis de micromatrices. Izquierda: para la comparación de macrófagos de tipo 
M1 frente a M0 los datos se cargaron en la red de M2. Todas las redes se generaron utilizando el programa REAG.
Figura 3: Comparación de sec-ARN y análisis de micromatrices. (a) Número de genes expresados en macrófagos 
humanos de tipo M1- (izquierda) y de tipo M2 (derecha) detectados utilizando sec-ARN (negro) y análisis de 
micromatrices (blanco). (b) Correlación (Spearman) de los valores medios de expresión de macrófagos similares 5
a M1 (izquierda) y similares a M2 (derecha) utilizando sec-ARN y análisis de micromatrices. (c-d) Comparación de 
genes expresados diferencialmente detectados utilizando sec-ARN o análisis de micromatrices (p <0,05). Los 
genes expresados diferencialmente, evaluados por sec-ARN (color negro) o análisis de micromatrices (color 
blanco), se dividieron en grupos con respecto a su expresión relativa en (c) M1 frente a M2 o (d) M2 frente a M1. 
(e) Expresión génica en macrófagos de tipo M1 frente a M2 como gráfico de factor de cambio frente a factor de 10
cambio que compara análisis de micromatrices con sec-ARN utilizando todos los genes de Refseq expresados 
diferencialmente en sec-ARN. (f) diagrama de Venn de genes expresados diferencialmente entre macrófagos de 
tipo M1 y de tipo M2 en sec-ARN (color gris claro) y análisis de micromatrices (color gris oscuro), (FC> 2, valor de 
p <0,05, dif > 100 para datos de micromatrices). Gráficos de clasificación de factor de cambio de genes detectados 
como expresados diferencialmente entre macrófagos de tipo M1 y de tipo M2 (g) mediante análisis de 15
micromatrices (color gris oscuro) con superposición de valores obtenidos por sec-ARN (color gris claro) o (h) por 
sec-ARN (color gris claro) con superposición de valores obtenidos por análisis de micromatrices (color gris oscuro). 
(i) Visualización en forma de mapa cromático de marcadores conocidos para macrófagos humanos de tipo M1 y 
de tipo M2 de la Figura 2c utilizando sec-ARN. Los datos se normalizaron a puntuación z.
Figura 4: Correlación de sec-ARN, análisis de micromatrices, PCRc y citometría de flujo. Expresión de (a-d) CD68, 20
(e-h) CD64 y (i-l) CD23, en macrófagos humanos de tipo M1 y de tipo M2. (a, e, i) panel superior, imágenes 
representativas de lecturas de secuenciación entre los locus genómicos de genes expresados en macrófagos 
humanos. Imágenes extraídas del Visualizador Integrative Genomics (IGV). La altura de las barras representa el 
número relativo acumulado de lecturas de 100 pb que abarcan una secuencia particular. Los mapas genéticos 
(parte inferior de cada panel, orientados en dirección 5'-3') están representados por líneas gruesas (exones) y finas 25
(intrones). Panel inferior, valores de LPKM por sec-ARN en macrófagos de tipo M1 y de tipo M2. Izquierda (b, f, j), 
mapas cromáticos que presentan resultados de micromatrices de macrófagos de tipo M1 y de tipo M2 de siete 
donantes. Los datos se normalizaron a puntuación z. Derecha, expresión relativa de ARNm. Expresión relativa de 
ARNm (c, g, k) por PCRc (PCR cuantitativa) en macrófagos de tipo M1 y de tipo M2. La expresión de proteínas (d, 
h, l) se determinó por citometría de flujo en macrófagos humanos de tipo M1 y de tipo M2. Los datos son 30
representativos de tres experimentos (sec-ARN, media y e.e.m.), siete experimentos (micromatrices, media y 
e.e.m.), al menos siete experimentos (PCRc; media y e.e.m.) y nueve experimentos (citometría de flujo), cada uno 
de ellos realizado con células derivadas de un donante diferente. *P <0,05 (prueba de la t de Student).
Figura 5: análisis de red de datos de sec-ARN. (a) Red de genes altamente expresados en macrófagos de tipo M1 
(factor de cambio >4,0) identificados por sec-ARN. (b) Los datos generados por análisis de micromatrices se 35
cargaron en la red de M1 establecida utilizando sec-ARN. (c) Red de genes altamente expresados en macrófagos 
de tipo M2 (factor de cambio >2,5) identificados con sec-ARN. (d) Los datos generados por análisis de 
micromatrices se cargaron en la red de M2 establecida utilizando sec-ARN. Todas las redes se generaron utilizando 
el programa REAG. (e) expresión de APOL1 y (f) LILRA1 en macrófagos humanos de tipo M1 y de tipo M2. Panel 
superior, imágenes representativas de lecturas de secuenciación entre genes expresados en macrófagos humanos 40
como se describe en la Figura 4. Panel inferior, expresión relativa de ARNm por PCRc en macrófagos de tipo M1 
y de tipo M2. Los datos son representativos de tres experimentos (sec-ARN y PCRc; media y e.e.m.) cada uno de 
ellos realizado con células derivadas de un donante diferente. *P <0,05 (prueba de la t de Student)
Figura 6: Detección de corte y empalme alternativo en macrófagos humanos. (a) Expresión resumida de todos los 
transcritos de PDLIM7 en macrófagos humanos de tipo M1 y de tipo M2. Izquierda, imágenes representativas de 45
lecturas de secuenciación entre genes expresados en macrófagos humanos como se describe en la Figura 4. 
Derecha, valores de LPKM para PDLIM7 por sec-ARN en macrófagos de tipo M1 y de tipo M2. (b) Expresión de 
PDLIM7 según lo determinado por análisis de micromatrices utilizando 3 sondas diferentes que reconocen 
diferentes partes de los transcritos de PDLIM7 como se representa en el aspecto (a). (c) Panel superior: 
representación de los 3 transcritos de ARNm diferentes de Refseq. Panel inferior: abundancia de los diferentes 50
transcritos según lo determinado utilizando Cuffdiff. (d) PCRc para los 3 transcritos de ARNm diferentes de Refseq 
en macrófagos humanos de tipo M1 y de tipo M2. Los datos son representativos de tres experimentos (sec-ARN), 
siete experimentos (análisis de micromatrices) o al menos diez experimentos (PCRc; media y e.e.m.), cada uno de 
ellos realizado con células derivadas de un donante diferente. *P <0,05 (prueba de la t de Student)
Figura 7: Identificación de nuevos marcadores de polarización de macrófagos basada en un análisis de 55
transcriptoma combinado. Los genes expresados diferencialmente entre los macrófagos de tipo M1 y de tipo M2 
del surfaceoma humano (espectro de proteínas humanas de la superficie celular) se observan como mapas 
cromáticos mediante sec-ARN (panel superior) y análisis de micromatrices (panel inferior). Los datos se 
normalizaron a puntuación z. La expresión (b-c) de nuevos marcadores de macrófagos se determinó por citometría 
de flujo (izquierda) de macrófagos de tipo M1 y de tipo M2 generados en presencia de GM-CSF mostrándose la 60
cuantificación en el gráfico de la derecha. Expresión de (b) CD120b, TLR2 y SLAM7, así como de (c) CD1a, CD1b, 
CD93 y CD226. *P <0,05 (prueba de la t de Student). Los números que aparecen en los gráficos indican la 
intensidad de fluorescencia media. Los datos son representativos de nueve experimentos independientes (b, c; 
media y e.e.m.) cada uno de ellos realizado con células derivadas de un donante diferente.
Figura 8: Caracterización fenotípica de macrófagos humanos de tipo M1 derivados de monocitos CD14+ de sangre 65
periférica. Expresión de marcadores M1 clásicos después de la polarización de macrófagos generados por GM-
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CSF con IFN-γ, LPSu, TNF-α o IFN-γ y LPSu. La expresión superficial de los marcadores de linaje CD14 y CD11b, 
así como la expresión superficial de los marcadores de M1 típicos, CD86 y CD64, se evaluó mediante citometría 
de flujo.
Figura 9: Comparación de sec-ARN y análisis de micromatrices. Expresión génica en macrófagos de tipo M1 frente 
a M2 como gráfico de factor de cambio frente a factor de cambio que compara análisis de micromatrices con sec-5
ARN utilizando solo genes de Refseq expresados diferencialmente en micromatrices.
Figura 10: Análisis de marcadores de macrófagos clásicos. Expresión de a) CD68, (b) CD64 y (c) CD23 en 
macrófagos humanos de tipo M1 y de tipo M2. Imágenes representativas de lecturas de secuenciación entre genes 
expresados en macrófagos humanos para los tres donantes analizados. Imágenes extraídas del Visualizador 
Integrative Genomics (IGV). La altura de las barras representa el número relativo acumulado de lecturas de 100 10
pb que abarcan una secuencia particular. Los mapas genéticos (parte inferior de cada panel, orientados en 
dirección 5'-3') están representados por líneas gruesas (exones) y finas (intrones).
Figura 11: Detección de genes de macrófagos clásicos por sec-ARN. Expresión de (a) IL-10 y (b) IL-18 en 
macrófagos humanos de tipo M1 y de tipo M2. Izquierda, expresión determinada por análisis de micromatrices; 
centro, imágenes representativas de lecturas de secuenciación entre genes expresados en macrófagos humanos. 15
Imágenes extraídas del Visualizador Integrative Genomics (IGV). La altura de las barras representa el número 
relativo acumulado de lecturas de 100 pb que abarcan una secuencia particular. Los mapas genéticos (parte inferior 
de cada panel, orientados en dirección 5'-3') están representados por líneas gruesas (exones) y finas (intrones). 
Derecha, expresión relativa de ARNm por sec-ARN en macrófagos de tipo M1 y de tipo M2. Los datos son 
representativos de siete (micromatrices, media y d.e.) o tres experimentos (sec-ARN, media y d.e) cada uno de 20
ellos realizado con células derivadas de un donante diferente. *P <0,05 (prueba de la t de Student), n.s. = no 
significativo.
Figura 12: Análisis de genes de la familia de apolipoproteína L en macrófagos de tipo M1 y de tipo M2. Expresión 
de (a) APOL2, (b) APOL3 y (c) APOL6 en macrófagos humanos de tipo M1 y de tipo M2. Izquierda, expresión 
relativa determinada por sec-ARN; centro, imágenes representativas de lecturas de secuenciación entre genes 25
expresados en macrófagos humanos. Imágenes extraídas del Visualizador Integrative Genomics (IGV). La altura 
de las barras representa el número relativo acumulado de lecturas de 100 pb que abarcan una secuencia particular. 
Los mapas genéticos (parte inferior de cada panel, orientados en dirección 5'-3') están representados por líneas 
gruesas (exones) y finas (intrones). Derecha, expresión relativa de ARNm por PCRc en macrófagos de tipo M1 y 
de tipo M2. Los datos son representativos de tres experimentos (sec-ARN, media y d.e. (desviación estándar) y 30
PCRc, media y e.e.m.) cada uno de ellos realizado con células derivadas de un donante diferente. *P <0,05 (prueba 
de la t de Student).
Figura 13: Análisis de los genes de la familia de receptores leucocitarios de tipo inmunoglobulina en macrófagos 
de tipo M1 y de tipo M2. Expresión de (a) LILRA2, (b) LILRA3, (c) LILRA5, (d) LILRB1 y (c) LILRB3 en macrófagos 
humanos de tipo M1 y de tipo M2. Izquierda, expresión relativa determinada por sec-ARN; centro, imágenes 35
representativas de lecturas de secuenciación entre genes expresados en macrófagos humanos. Imágenes 
extraídas del Visualizador Integrative Genomics (IGV). La altura de las barras representa el número relativo 
acumulado de lecturas de 100 pb que abarcan una secuencia particular. Los mapas genéticos (parte inferior de 
cada panel, orientados en dirección 5'-3') están representados por líneas gruesas (exones) y finas (intrones). 
Derecha, expresión relativa de ARNm por PCRc en macrófagos de tipo M1 y de tipo M2. Los datos son 40
representativos de tres experimentos (sec-ARN, media y d.e. (desviación estándar) y PCRc, media y e.e.m.) cada 
uno de ellos realizado con células derivadas de un donante diferente. *P <0,05 (prueba de la t de Student).
Figura 14: Identificación de nuevos marcadores de polarización de macrófagos basada en un análisis de 
transcriptoma combinado. (ab) La expresión de nuevos marcadores de macrófagos de tipo M1 y de tipo M2 en 
macrófagos CD11b+CD14+ se determinó por citometría de flujo (izquierda) de macrófagos de tipo M1 y de tipo M2 45
generados en presencia de M-CSF mostrándose la cuantificación en el gráfico de la derecha. Expresión de (a) 
CD120b, TLR2 y SLAM7, así como de (b) CD1a, CD1b, CD93 y CD226. *P <0,05 (prueba de la t de Student). Los 
números que aparecen en los gráficos indican la intensidad de fluorescencia media. Los datos son representativos 
de nueve experimentos independientes (b, c; media y e.e.m.) cada uno de ellos realizado con células derivadas de 
un donante diferente.50

Descripción detallada de la invención

Los macrófagos son células dinámicas que integran señales de su microambiente para desarrollar respuestas 
funcionales específicas. El perfil transcripcional basado en micromatrices ha establecido la reprogramación 
transcripcional como un mecanismo importante para la integración de señales y la función celular de los macrófagos, 
aunque el conocimiento actual sobre la regulación transcripcional está lejos de ser completo. La secuenciación de 55
ARN (sec-ARN) es ideal para satisfacer esta necesidad, pero también para descubrir nuevos genes marcadores, un 
área de gran necesidad, particularmente en la biología de los macrófagos humanos. Aplicando sec-ARN, se 
proporciona un perfil de transcriptoma de alta resolución de macrófagos humanos en condiciones de polarización 
clásica (tipo M1) y alternativa (tipo M2) y muestra un rango dinámico que supera las observaciones obtenidas con 
tecnologías anteriores, dando como resulta una comprensión exhaustiva del transcriptoma de macrófagos humanos. 60
Además, en los macrófagos humanos se detectó un uso diferencial de promotores, sitios de inicio de la transcripción 
alternativos y diferentes secuencias codificantes para 57 locus génicos. Por otra parte, este enfoque condujo a la 
identificación de nuevos marcadores de superficie celular asociados a M1 (CD120b, TLR2, SLAMF7), así como a M2 
(CD1a, CD1b, CD93, CD226).
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Debido a la enorme plasticidad de los macrófagos humanos, la clasificación de los estados de polarización basándose 
en algunos marcadores de superficie celular seguirá siendo un reto sustancial (Murray P.J., Wynn T.A., Nat Rev 
Immunol. 11(11):723-737 (2011)). En este caso, se abordó cómo los datos de transcriptoma de alta resolución, 
basados en sec-ARN, podían utilizarse para comprender mejor la biología de la polarización de los macrófagos. Se 
observó un aumento significativo en el rango dinámico en los datos de sec-ARN que da como resultado un número 5
significativamente más elevado de genes que se determina que se expresan de manera significativamente diferencial. 
Esto fue cierto a pesar de que se utilizaron siete copias biológicas para el análisis de matrices, pero solo tres muestras 
para la sec-ARN. Un análisis de redes basado en información inicial confirmaba además que el mayor contenido de 
información de los datos de sec-ARN descubría aspectos novedosos de la biología de macrófagos, que fue ilustrado 
por el reconocimiento de la expresión diferencial de numerosos miembros de la familia de dos familias de genes, 10
concretamente, la familia de apolipoproteína L y de receptores leucocitarios de tipo inmunoglobulina. Las APOL 
constituyen una nueva clase de apolipoproteínas expresadas por macrófagos, ya que sirven como factores líticos 
contra patógenos invasores, por ejemplo, los tripanosomas africanos inducen la muerte celular programada y también 
inhiben la infección intracelular por Leishmania (Pays E., Vanhollebeke B., Curr Opin Immunol. 21(5):493-498 (2009); 
Samanovic M. y col., PLoS Pathog. 5 (1): e1000276 (2009)). Los LILR se han asociado al equilibrio de los efectos de 15
la señalización de receptores de tipo Toll, sugiriendo un papel importante de los LILR tanto en el inicio como en el 
cese de las respuestas inflamatorias mediadas por macrófagos (Brown D. y col., Tissue Antigens. 64(3):215-225 
(2004)). Otro aspecto que mejoraba el conocimiento sobre la biología de la polarización de los macrófagos fue la 
identificación de varios genes con uso diferencial de promotores y sitios de inicio de la transcripción alternativos, así 
como variantes de corte empalme diferencial entre macrófagos de tipo M1 y de tipo M2. Como se observa para 20
PDLIM7, una proteína de armazón intracelular que contiene un dominio PDZ y tres dominios LIM vinculados a la 
señalización mitogénica a través de la organización del citoesqueleto de actina (Nakagawa N. y col., Biochemical and 
biophysical research communications 272 (2): 505-512 (2000)), que regula la actividad transcripcional de Tbx5 
(Camarata T. y col., Developmental biology 337(2):233-245 (2010)), y suprime la actividad de p53 (Jung C.R. y col., 
The Journal of Clinical Research 120(12):4493-4506 (2010)), reveló, mediante sec-ARN, diferencias significativas en 25
el uso de variantes de corte y empalme para macrófagos de tipo M1 y de tipo M2 que posiblemente vinculan la 
regulación de p53 con la polarización de macrófagos (Matas D. y col., Cell death and differentiation 11 (4): 458-467 
(2004)). El uso de reacciones de PCRc específicas de variantes de corte y empalme respaldó estos hallazgos, mientras 
que esta regulación diferencial no se reveló mediante análisis de micromatrices. En total, se detectó el uso del promotor 
diferencial, el uso del sitio de inicio de la transcripción y el uso de variantes de corte y empalme en más de 50 locus 30
génicos, un número que fue sorprendentemente bajo teniendo en cuenta que dichos mecanismos de regulación 
transcripcional se han sugerido para la mayoría de los locus génicos en genomas de mamíferos (Kapranov P. y col., 
Nature reviews Genetics 8(6): 413-423 (2007)).

Si bien los estudios en otros sistemas celulares sugirieron que los datos de sec-ARN mejorarán aún más la 
caracterización celular (Ozsolak F., Milos P.M., Nature reviews Genetics 12(2):87-98 (2011); Wang Z. y col., Nature 35
reviews Genetics 10 (1): 57-63 (2009); Marioni J.C. y col., Genome Res. 18(9):1509-1517 (2008)), la evaluación directa 
de la nueva tecnología en la polarización de macrófagos fue necesaria para estimar su posible ganancia de 
información. Tanto el aumento del rango dinámico como la identificación de transcritos que se perdieron en el análisis 
de micromatrices, fueron las principales razones del descubrimiento de nuevos genes asociados a la polarización de 
M1 o M2. No obstante, a pesar de un menor número de transcritos informativos en los datos de micromatrices, el 73 % 40
de la red de M1 principal continuó revelándose, al menos cuando se utilizaban transcritos definidos para enriquecerse 
en macrófagos de tipo M1. Sin embargo, esta tasa se redujo a solo el 54 % en la red de M2 y en los nodos principales 
como MYC y TP53 donde solo se revelaron por datos de sec-ARN en macrófagos similares a M2. En general, estos 
hallazgos apuntan hacia una ventaja de los datos de sec-ARN, cuando el criterio de valoración del análisis es la 
identificación de nuevos mecanismos biológicos.45

Un aspecto importante de la caracterización genómica es la identificación de nuevos genes marcadores en la 
polarización de macrófagos (Murray P.J., Wynn T.A., Nat Rev Immunol. 11(11):723-737 (2011)). Al centrarse en los 
genes que forman parte del surfaceoma humano, en la mayoría de los casos los datos obtenidos mediante sec-ARN 
revelaron mayores diferencias entre las células de tipo M1 y de tipo M2 en comparación con los datos obtenidos de 
los análisis de micromatrices. No obstante, algunos genes solo alcanzaron una expresión diferencial significativa en 50
los datos de matriz, apuntando claramente hacia la necesidad de incluir un número suficientemente grande de copias 
biológicas también cuando se aplica la sec-ARN. Por otro lado, un subconjunto de genes mostró el conocido efecto 
de ruido de fondo en los datos de micromatrices, lo que produjo diferencias no significativas entre los dos tipos de 
células. Independientemente de estas diferentes deficiencias de las dos tecnologías, las diferencias globales entre las 
dos técnicas en este espacio genético definido fueron menos obvias, lo que sugiere que ambas tecnologías son muy 55
adecuadas para la identificación de marcadores de superficie celular. Considerados en su conjunto, se introdujeron 
varios genes marcadores nuevos para los cuales se establecieron ensayos de FACS que pueden utilizarse para 
distinguir entre la polarización de macrófagos M1 y M2 y que pueden combinarse con el análisis de marcadores 
comunes de macrófagos.

En el procedimiento del aspecto (1) de la invención, la abundancia relativa de los marcadores de superficie celular 60
asociados a M1 es al menos 30 % más elevada en los macrófagos de tipo M1 que en los macrófagos de tipo M2 y la 
abundancia relativa de los marcadores de superficie celular asociados a M2 es al menos 30 % más elevada en los 
macrófagos de tipo M2 que en los macrófagos de tipo M1. Se prefiere que la abundancia del marcador de superficie 
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celular en el macrófago de tipo M1 o M2 respectivo sea al menos 50 % y preferentemente al menos 70 % más alta 
que en el otro tipo de macrófago.

El uno o más cebadores empleados en la amplificación/resecuenciación empleada en el procedimiento del aspecto 
(2) de la invención derivan del ácido nucleico marcador respectivo. Preferentemente dichos cebadores tienen al menos 
12, más preferentemente al menos 15, más preferentemente al menos 19 nucleótidos contiguos de la secuencia del 5
ácido nucleico marcador respectiva.

De manera similar, la una o más sondas empleadas en el procedimiento del aspecto (3) de la invención derivan del 
ácido nucleico marcador respectivo. Preferentemente, dichas sondas tienen una longitud que permite una hibridación 
selectiva con el ácido nucleico marcador. La sonda también puede marcarse con una molécula marcadora adecuada 
(por ejemplo, con un marcador de fluorescencia) para permitir la detección del complejo sonda-ácido nucleico 10
marcador de superficie resultante.

Dichas sondas también pueden utilizarse en una matriz de hibridación del aspecto (4) de la invención.

Las moléculas de unión utilizadas en el aspecto (5) de la invención incluyen anticuerpos, preferentemente anticuerpos 
monoclonales. Por otra parte, dichas moléculas de unión pueden marcarse con moléculas marcadoras, 
preferentemente marcadores de fluorescencia. Las moléculas de unión particularmente preferidas incluyen los 15
anticuerpos monoclonales CD1b, CD93, CD226 y anti-TLR2 marcados con FITC, CD120b y anti-SLAMF7 marcados 
con PE y CD1a marcado con PE-Cy5. Además, se prefiere que el procedimiento del aspecto (5), especialmente si se 
utiliza para aislar los macrófagos de tipo M1 o los macrófagos de tipo M2, se realice en un clasificador FACS (del 
inglés Fluorescence-Activated Cell Sorting, clasificación de células activadas por fluorescencia).

La identificación de nuevos genes marcadores que distinguen a los macrófagos M1 y M2 humanos abre nuevas vías 20
para comprender la biología de los macrófagos polarizados diferencialmente. Uno de los marcadores de M1 
identificados en este estudio, concretamente CD120b (TNFR2), se ha relacionado con la supervivencia, la activación 
e incluso la proliferación celular en otros tipos de células, tales como en linfocitos T (Faustman D., Davis M., Nat Rev 
Drug Discov. 9(6):482-493 (2010)). A diferencia del TNFR1, el TNFR2 conduce preferentemente a la activación de 
NFkB. Si esto también es cierto en las células mieloides requiere más investigación. Sin embargo, estudios anteriores 25
ya sugirieron que la producción de TNF-α en macrófagos podría interpretarse como un ciclo directo de suministro 
estabilizador de fenotipo (Popov A. y col., The Journal of Clinical Research. 116 (12): 3160-3170 (2006)) y que el 
TNFR2 podría desempeñar un papel importante en dicho procedimiento.

SLAMF7 se identificó originalmente como una molécula de superficie asociada a linfocitos citolíticos naturales (NK cell
del inglés natural killer cell) (Boles K.S. y col., Immunol Rev. 181:234-249 (2001)). Posteriormente, se demostró que 30
se expresaba en linfocitos y monocitos (Murphy J.J. y col., Biochem J. 361(Pt 3):431-436 (2002)). Más recientemente, 
se observó una expresión reducida en monocitos y en linfocitos citolíticos naturales con un aumento simultáneo de 
SLAMF7 en células B en pacientes con lupus eritematoso (Kim J.R y col., Clin Exp Immunol. 160(3):348-358 (2010)). 
El vínculo más fuerte con SLAMF7 como gen marcador de M1 proviene de observaciones en el rechazo de aloinjerto 
intestinal, lo que demuestra que los macrófagos tisulares derivados de pacientes que rechazan el injerto mostraron 35
niveles elevados de SLAMF7 (Ashokkumar C. y col., Am J Pathol. 179(4):1929-1938 (2011)). Sería interesante 
observar si en otros entornos de rechazo de trasplante, los macrófagos también se enriquecen con este nuevo gen 
marcador M1. Considerando la identificación de genes marcadores específicos únicos para la polarización de 
macrófagos, nuestros hallazgos apuntan claramente a la necesidad de un análisis multiparamétrico. Esto puede 
ilustrarse con la expresión diferencial de CD1a y CD1b, dos moléculas de la superficie celular que se estudian 40
principalmente en el contexto de la presentación de antígenos por las células dendríticas (Porcelli S.A., Modlin R.L., 
Annu Rev Immunol. 17:297-329 (1999)). Informes anteriores sugirieron la regulación positiva de proteínas CD1 en 
monocitos humanos por GM-CSF (Kasinrerk W. y col., J Immunol. 150(2):579-584 (1993)). Sin embargo, se 
presentaron pruebas claramente evidentes de que la expresión se induce tanto en los macrófagos impulsados por M-
CSF como por GM-CSF, y de que la polarización hacia macrófagos de tipo M2 está aumentando significativamente la 45
expresión de CD1a y CD1b, lo que sugiere que podrían estar regulados positivamente en los macrófagos tisulares en 
un entorno de activación por M2. Esto es igualmente cierto para CD93, que se identificó originalmente para expresarse 
en células madre hematopoyéticas tempranas y en células B (Greenlee-Wacker M.C. y col., Curr Drug Targets. (2011)). 
La proteína CD93 participa en procesos biológicos tales como adhesión, migración y fagocitosis (McGreal E.P. y col., 
J Immunol. 168(10):5222-5232 (2002); Nepomuceno R.R. y col., J Immunol. 162(6):3583-3589 (1999)). CD93 50
expresado en células mieloides puede desprenderse de la superficie celular y la forma soluble parece estar implicada 
en la diferenciación de monocitos hacia un fenotipo de macrófagos (Jeon J.W. y col., J Immunol. 185(8):4921-4927 
(2010)). Dado que la proteína CD93 soluble se ha implicado en respuestas inflamatorias, será importante aclarar cómo 
la expresión diferencial de CD93 inducida por polarización contribuye a respuestas inflamatorias específicas. Otro 
hallazgo sorprendente es la expresión diferencial de CD226 entre macrófagos humanos de tipo M1 y de tipo M2, una 55
molécula que inicialmente mostró estar implicada en la función citolítica de los linfocitos T (Shibuya A. y col., Immunity. 
4(6):573-581 (1996)). Posteriormente, podría demostrarse que CD226 tiene funciones adicionales que incluyen la 
regulación de la migración de monocitos a través de uniones endoteliales (Reymond N. y col., J Exp Med. 199(10): 
1331-1341 (2004)). Similar a los otros marcadores asociados a M2, hasta ahora se sabe poco sobre CD226 en 
macrófagos polarizados. Dado que los niveles de expresión de CD226 en linfocitos se han implicado en enfermedades 60
autoinmunitarias (Sinha S. y col., PLoS One. 6 (7): e21868 (2011)) se necesita más investigación para comprender su 
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papel en el compartimento mieloide durante dichos procesos.

En general, al utilizar sec-ARN, se introdujo un análisis de transcriptoma de alta resolución de macrófagos humanos 
que revela nuevas ideas sobre la polarización de los macrófagos. Si bien los conjuntos de datos de transcriptomas 
previamente establecidos que abordan la biología de los macrófagos siguen siendo muy adecuados para evaluar 
importantes cuestiones biológicas y médicas, una comprensión más profunda de la regulación transcripcional durante 5
la polarización de macrófagos requerirá una resolución más alta que es proporcionada por las tecnologías actuales y 
futuras de sec-ARN. Por otra parte, los nuevos marcadores de la superficie celular ayudarán a comprender mejor los 
programas y funciones de los macrófagos en las enfermedades humanas.

La invención se describe con más detalle en los siguientes ejemplos.

Ejemplos10

Materiales y procedimientos

Abreviaturas: LPSu, LPS ultrapuro; PEG, perfil de expresión génica; ACP, análisis de componentes principales; sec-
ARN, tecnologías de secuenciación de ARN; IFM, intensidad de fluorescencia media; REAG, red exploradora de 
asociación de genes; LPKM, Lecturas Por Kilobases del modelo de exón por Millón de lecturas cartografiadas; FC, 
factor de cambio; SIT, sitios de inicio de la transcripción; SCD, secuencias codificantes.15

Aislamiento de células de donantes de sangre sanos: Las células mononucleares de sangre periférica (CMSP) se 
obtuvieron por centrifugación en densidad Pancoll (PAN-Biotech, Aidenbach, Alemania) de capas leucocitarias de 
donantes sanos obtenidas siguiendo los protocolos aceptados por la junta de revisión institucional de la Universidad 
de Bonn (voto de ética local n. 045/09). Se proporcionó el consentimiento informado para cada muestra de acuerdo 
con la Declaración de Helsinki. Los monocitos CD14+ se aislaron de CMSP utilizando perlas MACS específicas de 20
CD14 (Miltenyi Biotec) según el protocolo del fabricante (habitualmente una pureza> 95 %).

Generación de macrófagos: Se cultivaron monocitos CD14+ en placas de 6 pocillos en medio RPMI1640 que contenía 
FCS al 10 % y se diferenciaron en macrófagos inmaduros utilizando GM-CSF (500 U/ml) o M-CSF (100 U/ml) durante 
3 días. El medio que contenía factor de crecimiento se cambió el día 3 y las células se polarizaron durante 3 días con 
los siguientes estímulos: IFN-γ (200 U/ml), TNF-α (800 U/ml), LPS ultrapuro (LPSu, 10 µg/ml), IL-4 (1 000 U/ml), IL-13 25
(100 U/ml), o combinaciones de los mismos (todos de Immunotools, Friesoythe, Alemania).

Anticuerpos monoclonales y citometría de flujo: Las células se tiñeron después de bloqueo con FcR incubando células 
en PBS con FCS al 20 % durante 10 minutos a 4 ºC utilizando los siguientes anticuerpos monoclonales (todos de 
Becton Dickinson (BD), BioLegend o eBioscience): CD1b, CD23, CD93, CD226, anti-HLA-DR, anti-TLR2 marcados 
con FITC; CD64, CD68, CD120b, anti-SLAMF7 marcados con PE; CD1a marcado con PE-Cy5; CD209 marcado con 30
PerCP-Cy5.5; CD86 marcado con APC; CD11b marcado con azul del Pacífico; y CD14 marcado con APC-Cy7 con 
anticuerpos del mismo isotipo como controles. La tinción intracelular de CD68 se realizó utilizando el kit BD 
Cytofix/Cytoperm (BD). Los datos se adquirieron en un LSR II (BD) y se analizaron utilizando el programa informático 
FlowJo (Tree Star). Aislamiento de ARN: Se recogieron 5x106-2x107 macrófagos, posteriormente se sometieron a lisis 
en TRIZOL (Invitrogen) y se extrajo el ARN total según el protocolo del fabricante. El ARN precipitado se resolvió en 35
agua sin ARNasa. La calidad del ARN se evaluó midiendo la relación de absorbancia a 260 nm y a 280 nm utilizando 
un espectrómetro Nanodrop 2000 (Thermo Scientific), así como visualizando la integridad de la banda de 28S y 18S 
en un gel de agarosa. Condiciones de PCR cuantitativa y secuencias de cebadores: Se retrotranscribieron 500 ng de 
ARN utilizando el kit de síntesis de ADNc Transcriptor First Strand (Roche Diagnostics). La PCRc se realizó utilizando 
el kit maestro LightCyclerTaqman con GAPDH como referencia en un LightCycler 480 II (Roche). En la Tabla 2 se 40
resumen las secuencias de cebadores de la PCRc.

La PCR específica de isoforma para identificar acontecimientos de corte y empalme alternativos se realizó utilizando 
la mezcla maestra para PCR Máxima SYBR Verde/Fluoresceína (Fermentas). El enriquecimiento relativo de cada 
isoforma en relación con GAPDH se calculó utilizando el procedimiento 2-ΔΔCT. En la Tabla 3 se enumeran las 
secuencias de cebadores de la PCRc.45

Perfil transcripcional basado en micromatrices y análisis bioinformático de datos de micromatrices: El ARN aislado se 
purificó adicionalmente utilizando el kit de limpieza de reacción MinElute (Qiagen). Se generó ARNc marcado con 
biotina utilizando el kit de marcaje de biotina-ARNa TargetAmp Nano-g (Epicentre). El ARNc marcado con biotina se 
hibridó con microperlas de HT-12V3 humano (Illumina) y se escaneó en un sistema Illumina HiScanSQ. Los datos de 
intensidad sin procesar se exportaron con BeadStudio 3.1.1.0 (Illumina) y posteriormente se analizaron utilizando R 50
(R Development Core Team. R: A Language and Environment for Statistical Computing (2011)). Después de la 
normalización cuantil, se excluyeron los genes no informativos (coeficiente de variación <0,5). De los conjuntos de 
datos resultantes, se extrajo una lista de genes con una expresión significativamente diferente en los subtipos de 
macrófagos. Los genes variables se representaron gráficamente como mapas cromáticos con agrupamiento jerárquico 
utilizando el coeficiente de correlación como una medida de distancia para las muestras y el promedio de cada grupo 55
para la formación de grupos de los genes. Los valores de expresión se observan con un sombreado que va desde el 
gris claro (expresión alta) sobre el blanco (expresión intermedia) hasta el gris oscuro (expresión baja). El análisis de 
componentes principales (ACP) se realizó utilizando el paquete "pcurve" en R. Se puede acceder a los datos de 
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micromatrices mediante GSE35449.

sec-ARN y análisis de datos: La secuenciación y el análisis se realizaron individualmente en macrófagos de tipo M1 y 
de tipo M2 de 3 donantes independientes. El ARN total se transformó en bibliotecas de moléculas de ADNc bicatenario 
como molde para la secuenciación a alto rendimiento utilizando la estación Illumina CBot y HiScanSQ siguiendo las 
recomendaciones del fabricante utilizando el kit de preparación de muestras de ARN Illumina TruSeq. Inmediatamente, 5
el ARNm se purificó a partir de 5-10 µg de ARN total utilizando perlas magnéticas unidas al oligo poli-T. La 
fragmentación se llevó a cabo utilizando cationes divalentes a temperatura elevada en el tampón de fragmentación 
patentado de Illumina. La primera cadena de ADNc se sintetizó utilizando oligonucleótidos aleatorios y SuperScript II. 
La síntesis de la segunda cadena de ADNc se realizó posteriormente utilizando ADN polimerasa I y ARNasa H. Los 
salientes restantes se transformaron en extremos romos mediante actividades de exonucleasa/polimerasa y se 10
eliminaron las enzimas. Después de la adenilación de los extremos 3 'de los fragmentos de ADN, los oligonucleótidos 
adaptadores de Illumina PE se ligaron para preparar la hibridación. Para seleccionar fragmentos de ADNc 
preferentemente de 200 pb de longitud, los fragmentos de la biblioteca se separaron en un gel de agarosa al 2 % (p/v). 
La fracción de gel correspondiente para cada biblioteca se escindió y purificó utilizando el kit de extracción en gel 
QIAquick (Qiagen). Los fragmentos de ADN con moléculas adaptadoras ligadas se enriquecieron selectivamente 15
utilizando los cebadores para PCR PE1.0 y PE2.0 de Illumina en una reacción de PCR de 15 ciclos. Los productos se 
purificaron (kit de purificación por PCR QIAquick) y se cuantificaron utilizando el ensayo de ADN de alta sensibilidad 
Agilent en un sistema Bioanalyzer 2100 (Agilent). Después de la generación de los grupos, se generaron y analizaron 
lecturas de 100 pb emparejadas en el extremo utilizando CASAVA 1.8. El alineamiento con el genoma de referencia 
humano hg19 de UCSC se realizó por etapas. En primer lugar, todas las lecturas que pasaron el filtro de pureza se 20
alinearon con el genoma de referencia. A continuación, las lecturas se alinearon con el transcriptoma de referencia de 
ARN. Basándose en estas alineaciones, se calculó el número de lecturas que se alineaban con regiones intragénicas 
o regiones intergénicas, respectivamente. Además, basándose en el archivo de anotación del UCSC, se calculó el 
número de lecturas que cartografían en regiones exónicas e intrónicas así como en sitios de corte y empalme. 
Utilizando CASAVA 1.8, se establecieron lecturas por kilobase del modelo de exón (LPKM) por millón de lecturas 25
cartografiadas para genes de Refseq. Para identificar lecturas que abarcan acontecimientos de corte y empalme 
alterados o valores críticos de fusión génica, también se analizaron lecturas utilizando TopHat y Bowtie. Los resultados 
se procesaron adicionalmente utilizando Cufflinks y Cuffdiff (Trapnell C. y col., Nature biotechnology 28 (5): 511-515 
(2010)).

Análisis de redes basado en información inicial utilizando el programa informático REAG: Para observar la conectividad 30
entre los genes en conjuntos de datos de alto rendimiento, se generaron gráficos de redes contextuales basándose 
en un conocimiento inicial almacenado en las referencias bibliográficas, sobre rutas, interacciones o bases de datos 
de términos de anotación por REAG (red exploradora de asociación de genes) Paquette J., Tokuyasu T., Bioinformatics 
26(2):285-286 (2010). Para observar la regulación transcripcional de genes enriquecidos en M1 respectivamente M2, 
se usaron datos de matriz y se calcularon las diferencias de factor de cambio utilizando macrófagos no polarizados 35
como comparación. Se observaron genes con un FC> 2 para M1 y con un FC> 1,65 para M2; representados es la red 
principal. Utilizando la topología de red establecida para macrófagos de tipo M1, se representaron gráficamente los 
valores de expresión para macrófagos de tipo M2 y viceversa. Para comparar los componentes de las redes y la 
densidad entre los datos de sec-ARN y de las matrices, la red se observó primero para los datos de sec-ARN (FC> 4 
para M1 y FC> 2,5 para M2). Manteniendo la topología de la red, los genes se marcaron según su factor de cambio al 40
visualizar la red basada en la matriz. Los gráficos para genes enriquecidos en M1 respectivamente en M2 se generaron 
de forma independiente.

Análisis estadístico: Las pruebas de la t de Student se realizaron con el programa informático SPSS 19.0.

Ejemplo 1: Generación de macrófagos humanos de tipo M1 y de tipo M2 como un sistema de modelo. Para 
establecer un transcriptoma de alta resolución de macrófagos humanos como resultado de señales de polarización 45
específicas, como sistema de modelo se utilizó polarización clásica (tipo M1) y alternativa (tipo M2) de macrófagos 
humanos. Dado que tanto el M-CSF como el GM-CSF se han descrito para diferenciar macrófagos de monocitos 
CD14+ derivados de sangre, primero se compararon los dos estímulos diferentes con respecto a la polarización de 
los macrófagos y se utilizó la expresión de marcadores de macrófagos bien conocidos como la lectura inicial 
(Martinez F.O. y col., The Journal of Immunology 177 (10): 7303-7311 (2006); Hamilton J.A., Nat Rev Immunol. 50
8(7):533-544 (2008)). Para la polarización clásica, se utilizó principalmente IFN-γ como estímulo modelo e IL-4 
para la polarización alternativa. Al evaluar el marcador CD11b de la superficie de macrófagos, el porcentaje total 
de células CD11b+ en condiciones de polarización de M1 y M2 fue similar, mientras que la IFM fue ligeramente 
mayor en macrófagos de tipo M2, independientemente del uso del GM-CSF o del M-CSF (Figura 1a). 
Adicionalmente, se observó alta expresión de CD14 en todas las células en condiciones de polarización M1 y M2 55
independientemente de la diferenciación de GM-CSF o M-CSF con una mayor expresión de CD14 en macrófagos 
de tipo M1 (Figura 1b). En ninguno de los dos marcadores de macrófagos clásicos, CD68 y las moléculas MHC 
(del complejo principal de histocompatibilidad) de clase II (Figuras 1c y 1d), se observaron diferencias en las cuatro 
condiciones ensayadas. Cabe destacar que, cuando la señal de IL-4 se proporcionó a los monocitos desde el 
comienzo del período de diferenciación, se generaron células dendríticas inmaduras con una pérdida típica de 60
marcadores de macrófagos tales como CD14 o CD68 (datos no mostrados).
Al evaluar marcadores previamente asociados a la polarización de M1 o M2 (Mantovani A. y col., Trends Immunol. 
23(11):549-555 (2002)), se observó una inducción selectiva del marcador CD64 de M1 en macrófagos similares a 
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M1 en cultivos diferenciados con GM-CSF y M-CSF (Figura 1e), mientras que CD86 solo mostró una expresión 
específica de M1 en células diferenciadas con GM-CSF (Figura If). La evaluación de estos marcadores siguiendo 
otras señales de polarización asociadas a M1, por ejemplo, LPS, TNF-α o combinaciones de los mismos, produjo 
resultados comparables (Figura 8). A la inversa, se observó una fuerte inducción del marcador CD23 de M2 en 
macrófagos polarizados con IL-4 con una inducción significativamente mayor en macrófagos de tipo M2 polarizados 5
con GM-CSF (Figura 1 g). Por lo tanto, para experimentos adicionales, los monocitos se diferenciaron con GM-
CSF durante 3 días antes de la polarización con IFN-γ o IL-4 como señales del modelo.
Ejemplo 2: Caracterización de macrófagos de tipo M1 y de tipo M2 mediante perfilado de expresión génica basado 
en micromatrices. Más recientemente, se ha sugerido que la evaluación de la polarización de los macrófagos en 
seres humanos no puede depender únicamente de unos pocos marcadores de la superficie celular, sino que debe 10
adaptarse a los perfiles de expresión génica (Murray P.J., Wynn T.A., Nature reviews Immunology 11 (11): 723-
737 (2011)). Utilizando una de las generaciones de matrices más recientes, el perfil de expresión génica se realizó 
en macrófagos no polarizados y polarizados derivados de siete donantes sanos. Para determinar relaciones de 
muestra, se realizó un ACP (Figura 2a) y un agrupamiento jerárquico (Figura 2b) basándose en genes variables y 
se mostró segregación de las muestras por estado de polarización. Al comparar nuestros datos con conjuntos de 15
datos disponibles al público de macrófagos de tipo M1 y M2 generados con versiones de matrices anteriores, se 
observaron patrones de expresión génica concordantes (datos no mostrados) (Martinez F.O. y col., The Journal of 
Immunology 177 (10): 7303-7311 (2006)). La visualización con mapas cromáticos de marcadores de macrófagos 
conocidos de tipo M1 y M2 (Figura 2c) demostró además que los genes que codifican las moléculas de superficie 
FCGR1A y FCGR1B (representando ambos CD64) y CD86, los genes de citocina/quimiocina CXCL10, CXCL9, IL-20
1B, IL-6, CXCL11, TNF, IL-23A, y los genes que codifican la proteína intracelular GBP1, aumentaron en 
macrófagos de tipo M1, resultados similares a lo que se informó anteriormente para la polarización de M1 (Martinez 
F.O. y col., The Journal of Immunology 177 (10): 7303-7311 (2006); Mantovani A. y col., Immunity 23(4):344-346 
(2005); Mosser D.M., Edwards J.P., Nat Rev Immunol. 8(12):958-969 (2008)). A la inversa, los genes asociados a 
M2 que codifican las moléculas de superficie FCER2 (CD23), IL27RA y CLEC4A, los genes de quimiocina CCL22, 25
CCL18 y CCL17, y la proteína intracelular F13A1 se incrementaron en los macrófagos de tipo M2 (Mantovani A. y 
col., Immunity 23 (4): 344-346 (2005); Mosser D.M., Edwards J.P., Nat Rev Immunol. 8(12):958-969 (2008); 
Wirnsberger G. y col., Eur J Immunol. 36(7):1882-1891 (2006)).
Para ilustrar mejor la polarización diferencial de macrófagos, se generaron redes basadas en conocimiento inicial 
asociadas a M1 (Figura 2d) y a M2 (Figura 2e) aplicando REAG (Paquette J., Tokuyasu T., Bioinformatics 30
26(2):285-286 (2010)) utilizando genes regulados positivamente de manera significativa en células M1 (FC> 2) y 
M2 (FC> 1,65) polarizadas, respectivamente. Al aplicar valores de expresión a partir de la comparación de 
macrófagos de tipo M2 con M0 en la red asociada a M1, la gran mayoría de los genes no mostraron cambios ni 
incluso una reducción en la expresión, probablemente para representar una represión activa de genes asociados 
a M1 en macrófagos de tipo M2 (Figura 2d). Solo unos pocos genes mostraron un aumento simultáneo en la 35
expresión, y estos genes representaban genes asociados al ciclo celular común. De manera similar, los miembros 
de la red asociada a M2 no se modificaron ni se redujeron en su mayoría en macrófagos de tipo M1 (Figura 2e).
Ejemplo 3: Aumento de la información global del transcriptoma por sec-ARN. Recientemente se ha sugerido que 
el perfilado de la expresión génica utilizando micromatrices es inferior a las nuevas tecnologías basadas en 
secuenciación para proporcionar información sobre el transcriptoma de todo el genoma (Wang Z. y col., Nature 40
reviews Genetics 10(1):57-63 (2009)). Para abordar el posible aumento de información para los macrófagos, se 
realizó sec-ARN en macrófagos de tipo M1 y M2 generados in vitro. Después del filtrado de calidad, se 
obtuvieron 15,0 ± 2,8 millones y 20,4 ± 9,2 millones de lecturas para las bibliotecas de ADNc de macrófagos de 
tipo M1 y M2 (Tabla 1). De acuerdo con los datos de sec-ARN obtenidos de otras células eucariotas (Ramskold 
D. y col., PLoS computational biology 5(12):e1000598 (2009)), la mayoría de las lecturas de secuenciación para 45
los macrófagos de tipo M1 y de tipo M2 se cartografiaron en exones anotados (transcritos Refseq). Las lecturas 
restantes se cartografiaron en límites de exón-intrón, en intrones o en otras regiones intergénicas no 
caracterizadas (Tabla 1). Los valores de LPKM son medidas de la abundancia de transcritos individuales en 
conjuntos de datos de sec-ARN y se ha demostrado que son muy precisos entre múltiples tipos de células 
(Mortazavi A. y col., Nature Methods 5(7):621-628 (2008)). Para asignar las LPKM se utilizó CASAVA. Para 50
comparar los datos de sec-ARN y de micromatrices, se cruzaron datos de sec-ARN y de micromatrices utilizando 
símbolos del HGNC (HUGO Gene Nomenclature Committee, Comité de Nomenclatura de Genes de la 
Organización del Genoma Humano). En macrófagos humanos de tipo M1 y de tipo M2, se expresaron 11317 y 
11466 genes de Refseq aplicando un umbral óptimo previamente definido (LPKM de 0,3) para la expresión 
génica (Figura 3a) (Ramskold D. y col., PLoS computational biology 5(12):e1000598 (2009)). La tasa de éxito 55
actual para genes Refseq para macrófagos de tipo M1 (n = 10155) y de tipo M2 (n = 10418) fue solo ligeramente 
más baja cuando se utilizaron micromatrices (Figura 3a). Asimismo, cuando los niveles de expresión de ARNm 
se evalúan a escala global, se observa una alta correlación entre los datos de ARN-sec y de micromatrices-
similar al de otras células (Mortazavi A. y col., Nature methods 5(7):621-628 (2008))- para macrófagos de tipo M1 
y de tipo M2 (Figura 3b).60
Ejemplo 4: La sec-ARN revela expresión diferencial a una resolución significativamente más alta. La sec-ARN 
mostró un rango dinámico significativamente más alto sobre el fondo debido principalmente a niveles de fondo 
significativamente más bajos. Esto sugirió que la evaluación de la expresión diferencial utilizando sec-ARN podría 
conducir a una resolución mejorada en comparación con los datos basados en matrices. La aplicación de criterios 
de filtro estándar (FC ≥ 1,5, (p <0,05, LPKM ≥ 0,3) reveló un total de 1736 genes elevados en macrófagos de tipo 65
M1 frente a los de tipo M2 mediante sec-ARN, mientras que se reconocieron 834 genes mediante análisis de 
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matrices (Figura 3c). De manera similar, mediante sec-ARN se identificaron 822 genes como elevados en 
macrófagos de tipo M2 frente a los de tipo M1, mientras que mediante análisis de matrices (Figura 3d), se 
detectaron 786 genes. Lo que es más importante, cuando se categorizaron los genes expresados diferencialmente 
según su nivel de expresión diferencial, los datos de sec-ARN revelaron claramente hasta 4 veces más genes con 
FC> 4 para genes asociados a M1 y M2 (Figuras 3c y d), lo que, del mismo modo, era cierto para genes asociados 5
a M1 a niveles más bajos (1,5 <FC <4). Para revelar las posibles razones de esta diferencia a nivel de un solo gen, 
se utilizó una representación gráfica de FC frente a FC, correlacionando datos basados en sec-ARN y en matrices 
para genes individuales (Figura 3e). La mayoría de los genes mostraron un comportamiento similar en los 
experimentos de sec-ARN y micromatrices, aunque las diferencias relativas fueron mayores en los datos obtenidos 
con sec-ARN (Figura 3e). En su conjunto, se observó un aumento considerable en el rango dinámico de diferencias 10
de factores de cambio en los datos obtenidos por sec-ARN con diferencias que abarcan seis órdenes de magnitud 
a diferencia de solo cuatro órdenes de magnitud en los datos obtenidos con micromatrices(Figuras 3e y 9). Además, 
hubo un número significativo de genes que mostraban expresión diferencial en los datos obtenidos con sec-ARN 
(por ejemplo, DUOX1, DUOX2, TBX21, GBP7), pero no en los datos obtenidos con matrices, lo que sugiere que 
los datos obtenidos con matrices no son informativos para esta clase de genes. Como se esperaba, cuando se 15
utilizan diagramas de Venn con un límite definido (-2 ≥ FC ≥ 2, (p <0,05, LPKM ≥ 0,3) para la presentación de datos 
(Figura 3f), tanto los datos de sec-ARN como los de análisis de matrices revelaron 595 genes que se expresaban 
diferencialmente, pero la sec-ARN reveló 900 genes adicionales. Sorprendentemente, se clasificaron 308 genes 
como expresados diferencialmente solo por análisis de matriz (Figura 3f). cuando se evaluaron adicionalmente 
estos genes, fue evidente que estos genes mostraban una tendencia similar en los datos de sec-ARN pero estas 20
diferencias no llegaron a alcanzar significación estadística (Figura 3 g). En cambio, genes identificados solo 
mediante sec-ARN, no mostraron claramente diferencias cuando se evaluaron mediante análisis de matriz (Figura 
3h). La visualización de genes marcadores típicos como los representados para los datos de matriz en la Figura 
2c, demostró una diferenciación comparable de macrófagos de tipo M1 y de tipo M2 cuando se evaluó mediante 
sec-ARN (Figura 3i).25
Ejemplo 5: Análisis de transcriptoma de resolución de exones de marcadores de macrófagos conocidos. Otra 
ventaja de la sec-ARN es resolver la expresión génica a nivel de exones (Figura 4). Para los genes CD68 (Figura 
4a-d), CD64 (Figura 4e-h) y CD23 (Figura 4i-l) relacionados con macrófagos, los datos de sec-ARN se observaron 
para los locus genómicos de los genes respectivos y se compararon con datos obtenidos de análisis de matrices, 
PCRc y FACS. Para CD68, los datos de sec-ARN revelaron una expresión similarmente alta para los macrófagos 30
de tipo M1 y de tipo M2 para todos los exones con poca variación en los niveles de expresión entre donantes 
(Figuras 4a y 11). Se observó una variación ligeramente más alta para los datos de micromatrices (Figura 4b) y de 
PCRc (Figura 4c), mientras que los niveles de proteína mostraron la misma expresión en todas las muestras 
analizadas (Figura 4d). Para CD64, la sec-ARN reveló ausencia completa de expresión para todos los exones en 
macrófagos de tipo M2 con alta expresión en macrófagos de tipo M1 (Figura 4e), lo que similarmente se observó 35
con otras tecnologías (Figura 4f-h). Para CD23, los datos de proteínas sugieren una expresión significativamente 
elevada en los macrófagos de tipo M2 con un nivel de expresión bajo en los macrófagos de tipo M1 (Figura 4l), un 
resultado que también se observó para los datos de sec-ARN (Figura 4i), así como en los de matriz (Figura 4j) y 
PCRc (Figura 4k). Se obtuvieron resultados similares para otros genes marcadores (datos no mostrados). 
Adicionalmente, pudieron detectarse marcadores M1/M2 clásicos no accesibles utilizando micromatrices(Figura 40
11), lo que sugiere que los datos de alta resolución de sec-ARN están predestinados para la exploración de genes 
no detectables utilizando micromatrices, de nuevos genes marcadores, así como de principios biológicos de 
polarización de macrófagos. Ejemplo 6: La sec-ARN mejora los análisis basados en redes en macrófagos de tipo 
M1 y de tipo M2. Para comprender si la sec-ARN también mejoraría la comprensión de los principios biológicos de 
la polarización de macrófagos, se aplicó análisis de red basado en una información inicial que evalúa el contenido 45
de información de los datos de sec-ARN en comparación con datos de matrices. Los genes expresados a niveles 
elevados en datos de sec-ARN para M1 (FC> 4) se utilizaron para la generación de la red (Figura 5a). Esta red 
primaria basada en sec-ARN para M1 se utilizó posteriormente para observar la expresión génica basada en matriz 
(Figura 5b). Cuando se incluyeron genes a un nivel más bajo de expresión diferencial (FC> 2), el 73 % de la red 
se reveló en los datos de matriz y los nodos centrales de la red también se categorizaron como que eran altamente 50
(FC> 4) expresados diferencialmente. Sin embargo, solo los datos de sec-ARN revelaron dos grupos de genes de 
proteínas inmunomoduladoras altamente enriquecidos en la red M1, concretamente la familia de apolipoproteína 
L (APOL) (Figuras 5a y 12) y de receptores leucocitarios de tipo inmunoglobulina (LILR) (Figuras 5a y 13) (Pays 
E., Vanhollebeke B., Curr Opin Immunol. 21(5):493-498 (2009); Samanovic M. y col., PLoS Pathog. 5(1):e1000276 
(2009); Brown D. y col., Tissue Antigens. 64(3):215-225 (2004)). Como se ilustró para LILRA1 y APOL1, ambos 55
genes se identificaron claramente mediante sec-ARN y RT-PCRc (Figura 5e y f) pero no mediante análisis de 
micromatrices (datos no mostrados). La aplicación de la red de M2 basada en datos de sec-ARN (Figura 5c) a los 
datos de la matriz (Figura 5d) reveló solo un 54 % de genes elevados y los principales nodos de la red no se 
revelaron del todo. Considerados en su conjunto, los datos de sec-ARN enriquecieron claramente la información 
biológica inicial en la polarización de M1 y M2.60
Ejemplo 7: Identificación de variantes de corte y empalme y de quimeras de ARN en macrófagos humanos 
estimulados diferencialmente. Recientemente se ha sugerido que la diferenciación celular puede dar como 
resultado el uso de transcritos génicos alternativos o el cambio de isoformas (Trapnell C. y col., Nature 
biotechnology 28 (5): 511-515 (2010)). Se aplicaron los programas Cufflinks y Cuffdiff para aclarar los cambios en 
el uso de promotores dominantes, sitios de inicio de transcripción (SIT) y secuencias codificantes (SCD) (Trapnell 65
C. y col., Nature biotechnology 28 (5): 511-515 (2010)). Este análisis reveló 9 genes con promotores alternativos 
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(Tabla 4), 28 genes que utilizaban SIT alternativos (Tabla 5) y 20 genes con diferentes SCD en macrófagos de tipo 
M1 y de tipo M2 (Tabla 6). Se analizó uno de estos genes con mayor detalle. Para el gen que codificaba el dominio 
7 PDZ y LIM (enigma) (PDLIM7) se observó un ligero aumento aunque significativo en los macrófagos de tipo M1 
para el locus completo en los datos de sec-ARN (Figura 6a), mientras que las sondas en la micromatriz no revelaron 
cambios significativos (Figura 6b). Proyectos de exploración anteriores sugirieron tres SCD diferentes para 5
PDLIM7. La aplicación de los programas Cufflinks y Cuffdiff a los datos de sec-ARN de M1 y M2 reveló claramente 
expresión diferencial de SCD individuales (Figura 6c). Mientras que los macrófagos de tipo M1 expresaban 
principalmente PDLIM7 v1, los macrófagos de tipo M2 expresaban principalmente PDLIM7 v2, mientras que no se 
observó diferencias para PDLIM7 v4. Se validó el uso de estas variantes por PCRc de versión específica (Figura 
6d). Considerados en su conjunto, estos nuevos hallazgos podrían abrir nuevos caminos hacia el papel del corte 10
y empalme alternativo en los macrófagos que posiblemente vinculan el uso de transcritos alternativos con la 
polarización de los macrófagos.
Ejemplo 8: Nuevos marcadores para macrófagos de tipo M1 y de tipo M2 identificados por análisis de transcriptoma 
combinado. A la luz del número aún limitado de marcadores de superficie celular que distinguen claramente los 
macrófagos humanos de tipo M1 y de tipo M2, se examinaron los genes del surfaceoma humano (da Cunha J.P. 15
y col., Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America 106(39):16752-16757 
(2009)) para determinar la expresión diferencial entre los macrófagos de tipo M1 y los de tipo M2. Mediante este 
enfoque, se descubrió que 475 moléculas de la superficie se expresaban diferencialmente (Figura 7a). Como se 
observa en la Figura 7b, las moléculas de superficie celular CD120b, TLR2 y SLAMF7 mostraron expresión 
preferencial en los macrófagos de tipo M1, lo cual era cierto independientemente de la diferenciación de los 20
macrófagos por GM-CSF o M-CSF (Figura 14a). Varias moléculas de superficie, incluyendo CD1a, CD1b, CD93 y 
CD226, aumentaron significativamente en cuanto a su expresión en macrófagos de tipo M2 (Figuras 7c y 14b). 
Considerados en su conjunto, la exploración de datos de transcriptoma de alta resolución establecidos por sec-
ARN, permite la identificación de nuevos genes relacionados con programas de polarización específicos en 
macrófagos.25

Tablas

Tabla 1 sec-ARN

M1 M2

lecturas 
(x106)

porcentaje (%)
lecturas 
(x106)

porcentaje (%)

Total 15,0 ± 2,8 20,4 ± 9,2
Exones 11,8 ± 2,2 78,4 ± 1,1 16,1 ± 7,4 79,4 ± 2,0
Exón-Intrón 0,4 ± 0,1 2,5 ± 0,1 0,5 ± 0,2 2,4 ± 0,2

límites
Intrones 2,1 ± 0,5 14,1 ± 1,0 2,7 ± 1,3 13,2 ± 1,6
Regiones 
intergénicas

0,8 ± 0,1 5,0 ± 0,2 1,0 ± 0,5 5,0 ± 0,3

Tabla 2 oligonucleótidos de PCRc

CD68 directo 5'-GTCCACCTCGACCTGCTCT-3' (SEQ ID NO:15)

CD68 inverso 5'-CACTGGGGCAGGAGAAACT-3' (SEQ ID NO:16)
CD64 directo 5'-TGGGAAAGCATCGCTACAC-3' (SEQ ID NO:17)
CD64 inverso 5'-GCACTGGAGCTGGAAATAGC-3' (SEQ ID NO:18)
CD23 directo 5'-GGGAGAATCCAAGCAGGAC-3' (SEQ ID NO:19)

CD23 inverso 5'-GGAAGCTCCTCGATCTCTGA-3' (SEQ ID NO:20)
LILRA1 directo 5'-TCGCTGTTTCTACGGTAGCC-3' (SEQ ID NO:21)
LILRA1 inverso 5'-GGGTGGGTTTGATGTAGGC-3' (SEQ ID NO:22)

LILRA2 directo 5'-CAGCCACAATCACTCATCAGA-3' (SEQ ID NO:23)
LILRA2 inverso 5'-AGGGTGGGTTTGCTGTAGG-3' (SEQ ID NO:24)
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(continuación)

Tabla 2 oligonucleótidos de PCRc
LILRA3 directo 5'-GGAGCTCGTGGTCTCAGG-3' (SEQ ID NO:25)

LILRA3 inverso 5'-CTTGGAGTCGGACTTGTTTTG-3' (SEQ ID NO:26)
LILRA5 directo 5'-GCACCATGGTCTCATCCAT-3' (SEQ ID NO:27)
LILRA5 inverso 5'-GTGGCTTTGGAGAGGTTCC-3' (SEQ ID NO:28)
LILRB1 directo 5'-GGAGCTCGTGGTCTCAGG-3' (SEQ ID NO:29)

LILRB1 inverso 5'-GGGTTTGATGTAGGCTCCTG-3' (SEQ ID NO:30)
LILRB3 directo 5'-GGAGATACCGCTGCCACTAT-3' (SEQ ID NO:31)
LILRB3 inverso 5'-GGTGGGTTTGCTGTAGGC-3' (SEQ ID NO:32)

APOL1 directo 5'-TTCGAATTCCTCGGTATATCTTG-3' (SEQ ID NO:33)
APOL1 inverso 5'-CACCTCCAGTTATGCGTCTG-3' (SEQ ID NO:34)
APOL2 directo 5'-ATGATGAAGCCTGGAATGGA-3' (SEQ ID NO:35)

APOL2 inverso 5'-TCAGAGCTTTACGGAGCTCAT-3' (SEQ ID NO:36)
APOL3 directo 5'-GCCTGGAAGAGATTCGTGAC-3' (SEQ ID NO:37)
APOL3 inverso 5'-CTTCAGAGCTTCGTAGAGAGCA-3' (SEQ ID NO:38)
APOL6 directo 5'-AAGTGAGGCTGGTGTTGGTT-3' (SEQ ID NO:39)

APOL6 inverso 5'-CGTCTTGTAGCTCCACGTCTT-3' (SEQ ID NO:40)
GAPDH directo 5'-AGCCACATCGCTCAGACAC-3' (SEQ ID NO:41)
GAPDH inverso 5'-GCCCAATACGACCAAATCC-3' (SEQ ID NO:42)

Tabla 3 Oligonucleótidos de PCRc específicos de isoforma

PDLIM7 v1 directo 5'-CCGCAGCAGAATGGACAG-3' (SEQ ID NO:43)

PDLIM7 v1 inverso 5'-GCTCCTGGGGTGTAGATG-3' (SEQ ID NO:44)
PDLIM7 v2 directo 5'-ACCGCAGAAGGTGCAGAC-3' (SEQ ID NO:45)
PDLIM7 v2 inverso 5'-CTGGCTTGATTTCTTCAGGTG-3' (SEQ ID NO:46)
PDLIM7 v4 directo 5'-CCGCAGCAGAATGGACAG-3' (SEQ ID NO:47)

PDLIM7 v4 inverso 5'-GCAGGAGGAACAGAAAGAG-3' (SEQ ID NO:48)
GAPDH directo 5'-AGCCACATCGCTCAGACAC-3' (SEQ ID NO:49)
GAPDH inverso 5'-GCCCAATACGACCAAATCC-3' (SEQ ID NO:50)

Tabla 4 Uso de promotores alternativos

C8orf83 chr8: 93895757-93978372

EIF4ENIF1 chr22: 31835344-31885874
HRH1 chr3: 11178778-11304939
JDP2 chr14: 75894508-75939404
NCS1 chr9: 132934856-132999583

PDE2A chr11: 72287184-72385494
PUS7L chr12: 44122409-44152596
SMARCD3 chr7: 150936058-150974231

TSC22D1 chr13:45007654-45154568

Tabla 5 Uso de SIT alternativos

WFS1 chr4: 6271576-6304992
ARNT chr1: 150768686-150849186
ASRGL1 chr11: 62104773-62160887
OSBPL9 chr1: 52082546-52344609

GBA chr1: 155204238-155214653
HES6 chr2: 239146907-239148681
BAT5 chr6: 31654725-31671137

DCTN1 chr2: 74588280-74621008
RASGRP4 chr19: 38893774-38916945
SNX16 chr8: 82711817-82754521
NDUFC1 chr4: 140211070-140311935

CCDC17 chr1: 46085715-46089731
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(continuación)
CD200R1 chr3: 112641531-112693937
FECH chr18: 55212072-55253969

NRGN chr11: 124609828-124617102
RB1CC1 chr8: 53535017-53627026
UBQLN1 chr9: 86274877-86323168

MTERFD3 chr12: 107371068-107380929
MBOAT7 chr19: 54677105-54693733
RANBP3 chr19: 5914192-5978320
RAP1GDS1 chr4: 99182526-99365012

TNNT1 chr19: 55644160-55660606
ABCC1 chr16: 16043433-16236931
CDCA7L chr7: 21582832-21985542

HYI chr1: 43888796-43919660
C8orf83 chr8: 93895757-93978372
CD36 chr7: 80231503-80308593
NT5C3 chr7: 33053741-33102409

Tabla 6 Uso de CDS alternativas

ABCC1 chr16: 16043433-16236931

CCDC17 chr1: 46085715-46089731
CD200R1 chr3: 112641531-112693937
CDCA7L chr7: 21582832-21985542

FECH chr18: 55212072-55253969
HES6 chr2: 239146907-239148681
HYI chr1: 43888796-43919660
JDP2 chr14: 75894508-75939404

MYO1B chr2: 192110106-192290115
NCS1 chr9: 132934856-132999583
PDLIM7 chr5: 176910394-176924602

RANBP3 chr19: 5914192-5978320
RAP1GDS1 chr4: 99182526-99365012
RASGRP4 chr19: 38893774-38916945
RB1CC1 chr8: 53535017-53627026

RP6-213H19.1 chrX: 131157244-131209971
SLC25A45 chr11: 65142662-65150142
SNX16 chr8: 82711817-82754521

TNNT1 chr19: 55644160-55660606
UBQLN1 chr9: 86274877-86323168

Listado de secuencias, Texto libre
SEQ ID NO: Descripción

1/2
superfamilia de receptores del factor de necrosis tumoral, miembro 1B 
(CD120b)

3/4 receptor de tipo toll 2 (TLR2)
5/6 miembro de la familia SLAM 7 (SLAMF7)

7/8 CD1a
9/10 CD1b
11/12 CD93
14/15 CD226

16-50 cebador

LISTADO DE SECUENCIAS

<110> Rheinische Friedrich-Wilhelms Universitaet Bonn Becton Dickinson and Company5

<120> Transcriptoma de alta resolución de macrófagos humanos

<130> 130369wo

<150> EP 12159479.0
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<151> 14/03/2012

<160> 50

<170> PatentIn versión 3.3

<210> 1
<211> 36825
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 1
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<210> 2
<211> 461
<212> PRT
<213> Homo sapiens5

<400> 2
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<210> 3
<211> 3417
<212> ADN
<213> Homo sapiens5

<400> 3
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<210> 4
<211> 784
<212> PRT
<213> Homo sapiens5

<400> 4
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<210> 5
<211> 2672
<212> ADN
<213> Homo sapiens5

<400> 5
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<210> 6
<211> 335
<212> PRT
<213> Homo sapiens5
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<400> 6
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<210> 7
<211> 2111
<212> ADN
<213> Homo sapiens5

<400> 7
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<210> 8
<211> 327
<212> PRT
<213> Homo sapiens5

<400> 8
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<210> 9
<211> 1396
<212> ADN
<213> Homo sapiens5

<400> 9

<210> 10
<211> 333
<212> PRT10
<213> Homo sapiens
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<400> 10
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<210> 11
<211> 6701
<212> ADN
<213> Homo sapiens5

<400> 11
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<210> 12
<211> 652
<212> PRT
<213> Homo sapiens5

<400> 12
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<210> 13
<211> 2664
<212> ADN
<213> Homo sapiens5

<400> 13
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<210> 14
<211> 336
<212> PRT
<213> Homo sapiens5

<400> 14
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<210> 15
<211> 19
<212> ADN
<213> Artificial5

<220>
<223> cebador

<400> 15
gtccacctcg acctgctct 19

<210> 1610
<211> 19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador15

<400> 16
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cactggggca ggagaaact 19

<210> 17
<211> 19
<212> ADN
<213> Artificial5

<220>
<223> cebador

<400> 17
tgggaaagca tcgctacac 19

<210> 1810
<211> 20
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador15

<400> 18
gcactggagc tggaaatagc 20

<210> 19
<211> 19
<212> ADN20
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 19
gggagaatcc aagcaggac 1925

<210> 20
<211> 20
<212> ADN
<213> Artificial

<220>30
<223> cebador

<400> 20
ggaagctcct cgatctctga 20

<210> 21
<211> 2035
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 2140
tcgctgtttc tacggtagcc 20

<210> 22
<211> 19
<212> ADN
<213> Artificial45

<220>
<223> cebador

<400> 22
gggtgggttt gatgtaggc 19

<210> 2350
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<211> 21
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador5

<400> 23
cagccacaat cactcatcag a 21

<210> 24
<211> 19
<212> ADN10
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 24
agggtgggtt tgctgtagg 1915

<210> 25
<211> 18
<212> ADN
<213> Artificial

<220>20
<223> cebador

<400> 25
ggagctcgtg gtctcagg 18

<210> 26
<211> 2125
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 2630
cttggagtcg gacttgtttt g 21

<210> 27
<211> 19
<212> ADN
<213> Artificial35

<220>
<223> cebador

<400> 27
gcaccatggt ctcatccat 19

<210> 2840
<211> 19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador45

<400> 28
gtggctttgg agaggttcc 19

<210> 29
<211> 18
<212> ADN50
<213> Artificial
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<220>
<223> cebador

<400> 29
ggagctcgtg gtctcagg 18

<210> 305
<211> 20
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador10

<400> 30
gggtttgatg taggctcctg 20

<210> 31
<211> 20
<212> ADN15
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 31
ggagataccg ctgccactat 2020

<210> 32
<211> 18
<212> ADN
<213> Artificial

<220>25
<223> cebador

<400> 32
ggtgggtttg ctgtaggc 18

<210> 33
<211> 2330
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 3335
ttcgaattcc tcggtatatc ttg 23

<210> 34
<211> 20
<212> ADN
<213> Artificial40

<220>
<223> cebador

<400> 34
cacctccagt tatgcgtctg 20

<210> 3545
<211> 20
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador50

E13709109
16-09-2019ES 2 745 695 T3

 



45

<400> 35
atgatgaagc ctggaatgga 20

<210> 36
<211> 21
<212> ADN5
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 36
tcagagcttt acggagctca t 2110

<210> 37
<211> 20
<212> ADN
<213> Artificial

<220>15
<223> cebador

<400> 37
gcctggaaga gattcgtgac 20

<210> 38
<211> 2220
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 3825
cttcagagct tcgtagagag ca 22

<210> 39
<211> 20
<212> ADN
<213> Artificial30

<220>
<223> cebador

<400> 39
aagtgaggct ggtgttggtt 20

<210> 4035
<211> 21
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador40

<400> 40
cgtcttgtag ctccacgtct t 21

<210> 41
<211> 19
<212> ADN45
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 41
agccacatcg ctcagacac 1950
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<210> 42
<211> 19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>5
<223> cebador

<400> 42
gcccaatacg accaaatcc 19

<210> 43
<211> 1810
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 4315
ccgcagcaga atggacag 18

<210> 44
<211> 18
<212> ADN
<213> Artificial20

<220>
<223> cebador

<400> 44
gctcctgggg tgtagatg 18

<210> 4525
<211> 18
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador30

<400> 45
accgcagaag gtgcagac 18

<210> 46
<211> 21
<212> ADN35
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 46
ctggcttgat ttcttcaggt g 2140

<210> 47
<211> 18
<212> ADN
<213> Artificial

<220>45
<223> cebador

<400> 47
ccgcagcaga atggacag 18

<210> 48
<211> 1950
<212> ADN
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<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 48
gcaggaggaacagaaagag 195

<210> 49
<211> 19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>10
<223> cebador

<400> 49
agccacatcg ctcagacac 19

<210> 50
<211> 1915
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 5020
gcccaatacg accaaatcc 19
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento in vitro para identificar, distinguir entre y aislar macrófagos de tipo M1 y de tipo M2, que comprende 
la caracterización de macrófagos en función del nivel de expresión de uno o más de los marcadores de superficie 
celular específicos asociados a M1 CD120b que tiene la secuencia de ácido nucleico de la SEQ ID NO: 1, TLR2 que 
tiene la secuencia de ácido nucleico de la SEQ ID NO: 3 y SLAMF7 que tiene la secuencia de ácido nucleico de la 5
SEQ ID NO: 5, o de uno o más de los marcadores de superficie celular específicos asociados a M2 CD1a que tiene la 
secuencia de ácido nucleico de la SEQ ID NO: 7, CD1b que tiene la secuencia de ácido nucleico de la SEQ ID NO: 9, 
CD93 que tiene la secuencia de ácido nucleico de la SEQ ID NO: 11 y CD226 que tiene la secuencia de ácido nucleico 
de la SEQ ID NO: 13, respectivamente, en el que el nivel de expresión de los marcadores de superficie celular 
asociados a M1 es al menos 30 % más elevado en los macrófagos de tipo M1 que en los macrófagos de tipo M2 y el 10
nivel de expresión de los marcadores de superficie celular asociados a M2 es al menos 30 % más elevado en los 
macrófagos de tipo M2 que en macrófagos de tipo M1.

2. El procedimiento de la reivindicación 1, en el que el nivel de expresión del marcador de superficie celular en los 
macrófagos de tipo M1 o de tipo M2 es al menos 50 % y preferentemente al menos 70 % más elevado que en el otro 
tipo de macrófagos.15

3. El procedimiento de la reivindicación 1 o 2, en el que la identificación de y la distinción entre los macrófagos de tipo 
M1 y de tipo M2 se realiza mediante una amplificación o mediante una resecuenciación dirigida de uno o más de los 
ácidos nucleicos marcadores de superficie celular específicos asociados a M1 CD120b, TLR2 y SLAMF7 (SEQ ID NO: 
1, 3 y 5), o de uno o más de los ácidos nucleicos marcadores de superficie específicos asociados a M2 CD1a, CD1b, 
CD93 y CD226 (SEQ ID NO: 7, 9, 11 y 13), respectivamente, del macrófago, y de una detección posterior del producto 20
de amplificación/resecuenciación.

4. El procedimiento de la reivindicación 3, en el que la amplificación/resecuenciación emplea uno o más cebadores 
derivados de cada uno de los ácidos nucleicos marcadores, preferentemente dichos cebadores tienen al menos 12, 
preferentemente al menos 15, más preferentemente al menos 19 nucleótidos contiguos de la secuencia del ácido 
nucleico marcador respectiva.25

5. El procedimiento de la reivindicación 1 o 2, en el que la identificación de y la distinción entre los macrófagos de tipo 
M1 y de tipo M2, comprende hibridar una o más sondas selectivas para uno de los ácidos nucleicos marcadores de 
superficie celular específicos asociados a M1 CD120b, TLR2 y SLAMF7 (SEQ ID NO: 1, 3 y 5), o para uno de los 
ácidos nucleicos marcadores de superficie celular específicos asociados a M2 CD1a, CD1b, CD93 y CD226 
(SEQ ID NO: 7, 9, 11 y 13), respectivamente, del macrófago.30

6. El procedimiento de la reivindicación 5, que se realiza en una matriz de hibridación.

7. El procedimiento de la reivindicación 1 o 2, en el que la identificación de, la distinción entre y el aislamiento de los 
macrófagos de tipo M1 y de tipo M2, comprende poner en contacto los macrófagos con una o más moléculas de unión 
dirigidas contra las proteínas marcadoras de superficie celular específicas asociadas a M1 CD120b, TLR2 y SLAMF7 
(SEQ ID NO: 2, 4 y 6), o con una o más moléculas de unión dirigidas contra las proteínas marcadoras de superficie 35
celular asociadas a M2 específicas CD1a, CD1b, CD93 y CD226 (SEQ ID NO: 8, 10, 12 y 14), respectivamente.

8. El procedimiento de la reivindicación 7, en el que las moléculas de unión

(i) son anticuerpos, preferentemente anticuerpos monoclonales; y/o
(ii) están marcadas con moléculas marcadoras, preferentemente marcadores de fluorescencia.

9. El procedimiento de la reivindicación 8, en el que las moléculas de unión se seleccionan de los CD1b, CD93, CD226 40
y anti-TLR2 marcados con FITC; CD120b y anti-SLAMF7 marcados con PE y anticuerpos monoclonales CD1a 
marcado con PE-Cy5.

10. El procedimiento según una o más de las reivindicaciones 7 a 9, que se realiza en un clasificador FACS.

11. Uso de un kit para realizar el procedimiento según una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, kit que comprende 
al menos un reactivo para identificar, distinguir entre y aislar macrófagos de tipo M1 y al menos un reactivo para 45
identificar, distinguir entre y aislar macrófagos de tipo M2, seleccionándose dichos reactivos de

(i) uno o más cebadores derivados de los ácidos nucleicos marcadores como se define en la reivindicación 4,
(ii) una o más sondas selectivas para los ácidos nucleicos marcadores de superficie celular como se define en la 
reivindicación 5,
(iii) una matriz de hibridación como se define en la reivindicación 6, o50
(iv) una o más moléculas de unión como se define en las reivindicaciones 7 a 9.

12. Uso de anticuerpos seleccionados de anticuerpos dirigidos contra CD120b que tienen la secuencia proteica de la 
SEQ ID NO: 2, anticuerpos dirigidos contra TLR2 que tienen la secuencia proteica de la SEQ ID NO: 4 y anticuerpos 
dirigidos contra SLAMF7 que tienen la secuencia proteica de la SEQ ID NO: 6, para realizar el procedimiento según 
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una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, en el que los anticuerpos son para identificar, caracterizar y aislar 
macrófagos de tipo M1.

13. Uso de anticuerpos seleccionados de anticuerpos dirigidos contra CD1a que tienen la secuencia proteica de la 
SEQ ID NO: 8, anticuerpos dirigidos contra CD1b que tienen la secuencia proteica de la SEC ID NO: 10, anticuerpos 
dirigidos contra CD93 que tienen la secuencia proteica de la SEQ ID NO: 12 y anticuerpos dirigidos contra CD226 que 5
tienen la secuencia proteica de la SEQ ID NO: 14, para realizar el procedimiento según una cualquiera de las 
reivindicaciones 1 a 10, en el que los anticuerpos son para identificar, caracterizar y aislar macrófagos de tipo M2.
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