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DESCRIPCION

Genes marcadores para su uso en la identificacién de estabilidad fenotipica de condrocitos y en el cribado de
factores que influyen en la produccién de cartilago.

Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a métodos y herramientas para determinar la estabilidad fenotipica de condrocitos y
cribar sistemas para identificar compuestos de uso en el tratamiento de defectos del cartilago y enfermedades
relacionadas con el cartilago.

Antecedentes

La reparacion de defectos del cartilago se consigue principalmente por métodos quirdrgicos tales como técnicas de
estimulacién de la médula ésea o mediante la implantacion de células formadoras de cartilago (condrocitos,(condro-)
progenitores y precursores de los mismos o células madre que se desarrollan a cartilago). A la vista de esto, es de
interés la identificacion de factores capaces de afectar positivamente a la formacién in vivo de cartilago. Es de hecho
deseable identificar procedimientos quirlrgicos, o métodos terapéuticos 0 compuestos capaces de afectar
positivamente a la formacion de cartilago mediada por células locales presentes en o en las cercanias del defecto.
Ademas, es de interés para terapias basadas en células identificar factores o tratamientos que puedan afectar
positivamente a la capacidad de las poblaciones de células aisladas que se han expandido o pasado in vitro para
producir in vivo cartilago estable.

Se han descrito diferentes ensayos en los que la expresién de genes implicados en la formacion de cartilago se usa
como un parametro para cribar compuestos. El documento US2002061514 describe un método en el que un gen
indicador es sensible al factor de transcripcion SOX9. SOX9 es un factor de transcripcion de dominio del grupo de
alta movilidad (HMG) que se expresa en condrocitos, condroprogenitores y otros tejidos y se ha descubierto que es
esencial para la diferenciacién de condrocitos y formacién de cartilago. Otros métodos se basan en los niveles de
expresion de genes individuales que estan implicados en el metabolismo del cartilago y defectos osteocondrales [por
ejemplo genes relacionados con osteoporosis en el documento W002081745].

También se han descrito métodos de cribado que se basan en la diferenciacion in vitro de células en cartilago. Sin
embargo, se ha descubierto que el valor predictivo de dichos modelos esta limitado y estos ensayos requieren
grandes cantidades de células y consumen tiempo.

El documento W0O200466723 proporciona un modelo in vivo en el que el efecto de los compuestos en la formacion
de hueso y cartilago en el pez cebra se evalla in vivo.

Uno de los modelos mas fiables para evaluar la capacidad de las células para formar cartilago estable es la
implantacion intramuscular de células en ratones desnudos seguido de la evaluacion histolégica de los implantes
generados. El uso de este modelo de ratdon desnudo, que en si mismo consume tiempo y es poco practico para
cribado de alto rendimiento, se evitdé con la tecnologia desvelada en el documento WO0124833. Esta solicitud de
patente describe el uso de marcadores moleculares, identificados basandose en el modelo de ratén desnudo para la
formacion de cartilago, para evaluar el potencial condrogénico de células expandidas o pasadas para fines de
trasplante. De forma similar, se describe un conjunto de marcadores adecuados para estabilidad fenotipica de
condrocitos en el documento US2003235813. Sin embargo, aunque la identificacion de estos marcadores
proporciond una base para la identificacion de poblaciones celulares capaces de producir in vivo cartilago hialino
estable, sigue existiendo la necesidad de mejora adicional. Se conocen matrices para analisis de expresién por
ejemplo del documento US 2002009730.

Sumario de la invencion

La presente invencién se basa en el nuevo concepto de proporcionar un perfil de marcadores especifico que es
indicativo de formacién de cartilago en cualquier circunstancia dada, es decir bien nativo de las células o inducido,
que puede considerarse como el perfil diana en la identificacién de factores capaces de afectar a la formacion de
cartilago.

En consecuencia, la presente invencién proporciona un conjunto de marcadores que pueden usarse de forma fiable
para predecir el potencial formador de cartilago de una poblacién de células. El nivel de expresién de estos
marcadores puede usarse para predecir si una poblacién celular, por ejemplo in vitro o in vivo, es capaz de producir
in vivo cartilago tras la implantacién o tras la estimulacion. Esto es de interés para determinar el potencial
terapéutico de una poblacién celular. El conjunto de marcadores también proporciona una herramienta fiable para
determinar el impacto de un tratamiento dado en la estabilidad fenotipica de condrocitos de una poblacién de células
antes de la implantacién. Se desvelan ademas en el presente documento regimenes de tratamiento combinados que
comprenden la administracién de células madre o células osteocondrales en una articulacion y la administracion de
un medicamento que afecta al potencial condrogénico de la poblacién celular administrada.
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La estabilidad fenotipica de una poblacion celular in vitro puede usarse en ensayos de cribado para la identificacion
de factores capaces de afectar a la estabilidad fenotipica de condrocitos in vitro y/o in vivo. La invencién proporciona
un conjunto de marcadores indicativos de la estabilidad fenotipica de condrocitos, cuya expresidon se usa para
predecir el efecto in vitro o in vivo de compuestos y/o condiciones sobre la capacidad de una poblacién celular para
producir in vivo cartilago. El uso de estos marcadores en ensayos de cribado permite el cribado de un gran niumero
de compuestos y/o condiciones en condrocitos, sin realizar experimentos animales laboriosos y que consumen
tiempo.

En un aspecto de la invencion se proporcionan métodos para determinar la capacidad de una poblacion celular para
producir cartilago hialino estable. Mas particularmente, se proporcionan métodos para determinar in vitro la
capacidad de una poblacion celular para producir in vivo cartilago hialino estable. En realizaciones particulares, se
proporcionan métodos que comprenden determinar la expresién por la poblacién celular de un conjunto de al menos
tres genes marcadores que comprenden FRZB, ALK1 y uno o mas marcadores seleccionados del grupo que
consiste en PEDF, COL11, COL2, FGFR3, OPN, BMP-2 y RASF-PLA.

En realizaciones particulares de métodos proporcionados en el presente documento, la poblacién celular se pone en
contacto con un compuesto o condicién.

En realizaciones particulares, se proporcionan métodos que comprenden las etapas de poner en contacto una
poblacién de células con un compuesto o condicion, y determinar el nivel de expresion en la poblacién de células de
un conjunto de al menos tres genes marcadores que comprenden FRZB, ALK1 y uno o mas genes marcadores
seleccionados del grupo que consiste en PEDF, COL11, COL2, FGFR3, OPN, BMP-2 y RASF-PLA. En estos
métodos, el nivel de expresion del conjunto de al menos tres marcadores es indicativo de la capacidad de las células
para producir in vivo cartilago hialino estable, por ejemplo tras la implantacién en un paciente.

Las realizaciones adicionales de métodos descritos en el presente documento comprenden las etapas de, antes de
poner en contacto la poblacién celular con un compuesto o condicion, determinar en la poblacion de células el nivel
de expresion del conjunto de al menos tres genes marcadores y, después de la etapa de contacto, determinar si la
presencia del compuesto o condicion afecta a la expresion en la poblacién celular de uno o mas del conjunto de al
menos tres genes marcadores. Mas particularmente, se proporcionan métodos que comprenden determinar,
basandose en el efecto de la presencia del compuesto o condicidn sobre la expresion del conjunto de al menos tres
genes marcadores en la poblacién celular, el efecto del compuesto o condicion en la capacidad de la poblacién
celular para producir in vivo cartilago hialino estable. En realizaciones particulares de los métodos descritos en el
presente documento, se identifica que compuestos o condiciones capaces de aumentar la expresion de uno o mas
genes marcadores positivos seleccionados del grupo que consiste en FRZB, COL11, COL2, FGFR3, OPN, BMP-2 y
RASF-PLA afectan positivamente a la formacion de cartilago y se identifica que compuestos capaces de aumentar la
expresion de PEDF y/o ALK-1 afectan negativamente a la formacién de cartilago, mas particularmente a la
capacidad de las células para producir in vivo cartilago hialino estable.

En realizaciones particulares adicionales de métodos descritos en el presente documento, el conjunto de
marcadores son un conjunto de al menos 4, 5 o 6 genes marcadores que comprenden FRZB, ALK1 y que
comprenden respectivamente 2, 3 y 4 genes marcadores seleccionados del grupo que consiste en PEDF, COL11,
COL2 y FGFR3. Mas realizaciones particulares de métodos descritos en el presente documento se refieren a
métodos en los que el conjunto de genes marcadores es un conjunto de al menos seis genes marcadores que
comprenden FRZB, ALK1, PEDF, COL11, COL2 y FGFRS.

En realizaciones particulares de métodos descritos en el presente documento, la capacidad de un compuesto o
condicion para afectar a la formacion de cartilago se determina basandose en el efecto acumulado del compuesto o
condicion sobre la expresién del conjunto de al menos tres genes marcadores. Mas particularmente, el efecto
acumulado del compuesto o condicién sobre la expresion de los genes marcadores positivos seleccionados del
grupo que consiste en FRZB, COL11, COL2, FGFR3, OPN, BMP-2 y RASF-PLA y el efecto acumulado del
compuesto o condicidon sobre la expresion de genes marcadores negativos PEDF y/o ALK-1 es indicativo de la
capacidad del compuesto o condicion para afectar a la estabilidad fenotipica de condrocitos de una poblacién
celular.

En realizaciones particulares de métodos descritos en el presente documento, la poblacion de células se obtiene de
una articulacion. La poblacion de células se obtiene de un donante sano o de un individuo con un defecto
osteocondral. En ensayos particulares se prevé el efecto de un compuesto o condicién en ambos tipos de células.
En realizaciones particulares de métodos descritos en el presente documento el nivel de expresién de uno o mas de
los marcadores se determina con un método cuantitativo.

Un aspecto adicional de la invencién se refiere al uso de un conjunto de marcadores para identificar un compuesto
que es capaz de afectar a la capacidad de las células, mas particularmente condrocitos o células precursoras de
condrocitos, para producir in vivo cartilago. En realizaciones particulares el uso se caracteriza porque el conjunto de
marcadores comprende un conjunto de al menos tres genes marcadores que comprenden FRZB, ALK1 y uno o més
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marcadores seleccionados del grupo que consiste en PEDF, COL11, COL2, FGFR3, OPN, BMP-2 y RASF-PLA. En
realizaciones especificas, el uso implica un conjunto de al menos seis genes marcadores que comprenden FRZB,
ALK1, PEDF, COL11, COL2 y FGFRS.

Un aspecto adicional de la invencion proporciona kits que comprenden sondas para detectar la expresion de un
conjunto de genes en células formadoras de cartilago en las que el conjunto de genes consiste en FRZB, ALK1,
PEDF, COL11, COL2 y FGFRS3.

Son realizaciones particulares de los kits proporcionados en el presente documento kits en los que las sondas son
oligonucledtidos que hibridan con ARNm, en los que las sondas son anticuerpos y/o en los que las sondas son
conjuntos de cebadores de PCR especificos para los marcadores para ensayar. Se prevén kits que comprendan
diferentes tipos de sondas. En realizaciones particulares adicionales de los kits, se proporcionan sondas marcadas.

Un aspecto adicional mas de la invencion proporciona dispositivos para detectar la expresion de un conjunto de seis
genes marcadores consistentes en FRZB, ALK1, PEDF, COL11, COL2 y FGFR3 en células, mas particularmente
células normalmente capaces de formacién de cartilago. En realizaciones particulares de dichos dispositivos, se
proporcionan los siguientes componentes: una unidad para detectar la expresién de genes marcadores, y sondas
para el conjunto anterior de seis marcadores.

Descripcion detallada de la invencion
Definiciones

El término “condrogénico” cuando se aplica a una célula o una poblacién se refiere a la capacidad inherente de esa
célula o poblacién para producir cartilago o para estimular en circunstancias apropiadas el crecimiento del cartilago.

Un “compuesto condrogénico” como se usa en el presente documento se refiere a un compuesto que induce un
fenotipo de condrocitos estable y/o promueve la formacién de cartilago.

La expresion “estabilidad fenotipica de condrocitos” o “potencial condrogénico” cuando hace referencia a una
poblacién celular, se refiere a la capacidad de la poblacion celular para producir in vivo cartilago. Esta capacidad
puede ensayarse inyectando (por via ectdpica) una fracciéon de la poblacion celular (al menos aproximadamente 1 -
20 x 10° células) en un mamifero (in vivo), tal como ratones inmunodeficientes y determinar (en un marco temporal
de aproximadamente 3 semanas), el desarrollo de un implante de cartilago sin sefales de invasién vascular,
mineralizacion o reemplazo por hueso o tejido fibroso. Como alternativa, una fracciéon de la poblacién celular (al
menos aproximadamente 1 - 20 x 10°® células por cm2) puede sembrarse, 0 encapsularse, en una matriz
biocompatible e implantarse por via subcutanea bajo la piel durante aproximadamente 6-8 semanas antes de
determinar el desarrollo de un implante de cartilago estable sin sefiales de invasion vascular o formacién de hueso
endocondrial. Una poblacion de células que es capaz de producir in vivo cartilago hialino estable, se caracteriza por
la presencia de una combinacién especifica de marcadores de estabilidad fenotipica descritos en el presente
documento. La estabilidad fenotipica de condrocitos se pierde gradualmente en condrocitos maduros tras su pase.

La expresion “células recién aisladas” (FI) como se usa en el presente documento se refiere a la poblacion celular
obtenida de una biopsia tras digestion tisular. La expresion “células de cartilago recién aisladas” como se usa en el
presente documento se refiere por lo tanto a la poblacién celular directamente obtenida de un tejido que contiene
condrocitos, tal como cartilago, por digestion, sin pases.

El término “expandido”, cuando hace referencia a una poblacion celular obtenida de un tejido, tal como cartilago,
indica que la poblacién celular se ha situado en condiciones por las que el nUmero de células ha aumentado por
proliferacion. En su version mas sencilla, se realiza expansion proporcionando la poblacién celular en un recipiente
de cultivo con medio de cultivo apropiado, opcionalmente hasta la confluencia. La poblacién que se obtiene como
resultado de expandir células recién aisladas se denomina PO.

El término “pasadas” se refiere a células que se han expandido, y que después de la expansion se han recogido del
recipiente de cultivo usando métodos enzimaticos, quimicos y/o fisicos y se colocan a una densidad menor en otro
recipiente de cultivo. Se hace referencia a las células pasadas por su nimero de pase (P1, P2, etc.) su tiempo en
cultivo o, como alternativa, por el nimero de sus duplicaciones de poblaciéon (PD1, PD2 etc.).

La expresién “defecto de cartilago” como se usa en el presente documento se refiere a cualquier afeccion resultante
de la pérdida o dafno de cartilago o cualquier parte de cartilago enferma.

La expresion “puntuacién de marcador” como tal se usa para hacer referencia a un valor numérico que puede
atribuirse a la expresion de un marcador. La “puntuacién de marcador acumulada” se refiere a una combinacion de
la puntuacion de marcador de los diferentes marcadores de los conjuntos de marcadores. Esto puede ser el
resultado de una suma de los marcadores individuales. Como alternativa, la puntuacién de marcador acumulada
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tiene en cuenta diferencias en la contribucién de cada marcador en la capacidad para predecir la estabilidad
fenotipica de condrocitos y en consecuencia se basa en una formula matematica mas compleja.

La expresion “puntuacién histolégica” se refiere a un valor cualitativo o semicualitativo atribuido al cartilago
basandose en un analisis histolégico (por ejemplo sin cartilago, fibrocartilago, cartilago hialino).

Las abreviaturas usadas para genes en el contexto de la presente solicitud son:

FRZB: Proteina Relacionada con Frizzled 1 [OMIM 605083, Genbank U91903]

ALK1: Receptor de Activina A, Quinasa 1 de Tipo I [OMIM 601284, Genbank Z22533]

PEDF: Factor Derivado del Epitelio Pigmentario [OMIM 172860, Genbank M76979]

COL11: Colageno, Tipo XI A1 [OMIM 120280, Genbank J04177]

coL2: Colageno, Tipo Il, Alfa 1 [OMIM 120140, Genbank L10347]

FGFR3: Receptor del Factor de Crecimiento de Fibroblastos 3 [OMIM 134934, Genbank M58051]
BMP-2: Proteina Morfogenética del Hueso 2 [OMIM 112261, Genbank M22489]

RASF-PLA2: Fosfolipasa A2, Grupo IIA [OMIM 172411, Genbank M22430]

OPN: Osteopontina [OMIM 166490, Genbank X13694]

La presente invencién se basa en la identificacion de un conjunto seleccionado de genes marcadores, cuya
expresion se ha descubierto que es indicativa de la capacidad de formacion in vivo de cartilago por parte de células.
Mas especificamente, se ha determinado que atribuyendo un valor a cada uno de estos marcadores, el valor
acumulado, que puede expresarse como una puntuacion de marcador acumulada, refleja la capacidad de una
poblacién celular para producir in vivo cartilago fenotipicamente estable.

Los genes marcadores identificados en la presente invencién como Utiles en la evaluacion de la capacidad de una
poblacién celular para asegurar la formacién de cartilago se seleccionan del grupo que incluye los genes
marcadores positivos FRZB, COL11, COL2, FGFR3, BMP-2, RASF-PLA2 y OPN y los genes marcadores negativos
ALK1 y PEDF. Pueden incluirse en el conjunto marcadores adicionales, por ejemplo como controles.

Por lo tanto, de acuerdo con la presente invencién, se ha identificado un conjunto de 9 marcadores, que comprenden
marcadores tanto positivos como negativos. Se expresan fuertemente marcadores positivos por poblaciones
capaces de producir cartilago hialino estable in vivo, mientras que se expresan marcadores negativos a niveles
bajos 0 no se expresan por poblaciones capaces de producir cartilago hialino estable. De acuerdo con la presente
invencién, la ausencia de expresién de un marcador negativo, puede actuar como un marcador positivo. Sin
embargo, en el contexto de la presente invencion dichos marcadores cuya ausencia de expresion es indicativa de la
capacidad de estabilidad fenotipica de los condrocitos, se denominan en el presente documento marcadores
negativos.

La expresion de genes marcadores es una caracteristica distintiva de una poblacién celular, normalmente
consistente en aproximadamente 0,2 x 10°- 1,0 x 10° células.

Se conocen en la técnica diferentes métodos para determinar la expresion de genes. Mas normalmente, de acuerdo
con la presente invencién, se aisla ARN de una fraccion de la poblacion celular (normalmente entre 0,2 x 10° - 1,0 x
10° células y preferentemente entre 0,2 x 10° - 1 x 106) y se amplifica usando PCR inversa. Dicha amplificacién
puede realizarse de una manera semicuantitativa mediante la electroforesis de fragmentos amplificados y medicién
de su intensidad relativa en comparacion con la de un gen constitutivo tal como beta actina. Sin embargo, pueden
analizarse cantidades menores de células e incluso células individuales con respecto a la expresion de células
usando técnicas de amplificacién de nucleétidos. Adicionalmente o como alternativa, la cantidad de ADN se mide de
una manera cuantitativa usando, por ejemplo, la tecnologia Tagman. Pueden identificarse facilmente cebadores que
son adecuados para los marcadores mencionados en la presente solicitud por el experto en la materia basandose en
las secuencias conocidas de los genes marcadores.

Como alternativa o adicionalmente, la expresiéon de marcadores se mide al nivel proteico. Los niveles proteicos
pueden determinarse por métodos inmunoldgicos tales como transferencias de Western o ELISA.

En realizaciones especificas de la invencion, la expresién de los marcadores se evalla comparando la expresion de
los marcadores en una poblacién de control y una poblacién experimental, tal como mediante tecnologia de
micromatrices o andlisis después de electroforesis de proteinas unidimensional o bidimensional. En el presente
documento, las proteinas marcadoras migran en un gel de acuerdo con su Mr (1D) y su punto isoeléctrico (IEP) (2D).
Las diferencias en la expresién al nivel proteico pueden medirse detectando la cantidad de proteina presente en la
posicién correspondiente con su Mr y/o IEP. Pueden cuantificarse proteinas después de tefiir con Azul Brillante de
Coomassie o0 una tincién equivalente o pueden cuantificarse incorporando un marcador metabdlico radiactivo (por
ejemplo metionina *S).
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Dependiendo de la tecnologia usada, pueden marcarse anticuerpos, sondas oligonucleotidicas o sondas proteicas
(tales como anticuerpos), por ejemplo con marcadores cromdéforos, magnéticos o radiactivos, para permitir la
deteccion de la expresion.

En realizaciones especificas, se prevé detectar diferentes marcadores por técnicas diferentes. Por ejemplo, se
detectan varios marcadores por ELISA mientras que otros se detectan mediante PCR.

Un aspecto adicional de la invencion proporciona un dispositivo adecuado para la detecciéon de un conjunto de seis
genes marcadores que comprenden FRZB, ALK1, PEDF, COL11, COL2 y FGFR3, comprendiendo dicho dispositivo
una unidad para detectar directa o indirectamente los marcadores de la presente invencion (al nivel de ADN, ARN o
proteinas). La unidad puede basarse en ARN, hibridacion de ADN o basarse en deteccién inmunolégica. Dicha
unidad puede ser un aparato de PCR (cuantitativa), un dispositivo para realizar ensayos inmunoldgicos, o un
dispositivo para determinar proteinas (por ejemplo, HPLC, espectrometria de masas, aparato de electroforesis), pero
también puede ser un dispositivo de micromatrices (desechable) o microplaca. Dicha unidad, cuando sea aplicable,
esta equipada con sondas o anticuerpos para detectar genes marcadores o proteinas. Opcionalmente, dicho
dispositivo puede comprender ademas una unidad de cultivo celular, en la que pueden cultivarse dos o mas
poblaciones celulares en condicione idénticas o diferentes (por ejemplo densidad, nimero de pases, composicién
del medio). Ademas el dispositivo de la invencion puede comprender una unidad para suministrar uno o mas
compuestos de ensayo a la unidad de cultivo celular (cuyo suministro puede variar individualmente en cantidad o en
perfil temporal). Finalmente, el dispositivo puede comprender una unidad para recoger células y aislar material
celular (ADN, ARN, proteinas).

Ademas, se prevén cartuchos desechables que comprenden sondas o reactivos especificos para los marcadores
descritos en el presente documento que pueden usarse para determinar la expresién de estos marcadores para una
determinacién rapida y eficaz del estado de una poblacion celular. En consecuencia, la presente invencién prevé
dispositivos automaticos, que se combinan opcionalmente con cartuchos desechables, que permiten el control de
calidad eficaz de células para su uso en aplicaciones in vivo o in vitro.

Se proporcionan subconjuntos de los genes marcadores identificados que permiten una evaluacion fiable de la
estabilidad fenotipica de los condrocitos de una poblacién celular o de la capacidad de un compuesto o condicion
para influir en la formacién in vivo de cartilagos por una poblaciéon celular. Mas particularmente, los conjuntos
adecuados de genes marcadores comprenden al menos 3, mas particularmente al menos 4, ain mas
particularmente al menos 5, y mas particularmente al menos 6 de los genes marcadores identificados.

En general, cuanto menor sea el numero de genes marcadores tenidos en cuenta, mayor sera el impacto tanto de
errores de medicion como de la expresion aberrante potencial de un marcador particular. Los marcadores diferentes
también reflejan los diferentes procesos (por ejemplo procesos anabdlicos, procesos catabolicos, etc.) y rutas
implicadas en el metabolismo celular de condrocitos (rutas de sefializacion, receptores y ligandos, componentes de
la matriz, enzimas de procesamiento, etc.) y cada uno de estos procesos puede tener un impacto individual en la
estabilidad fenotipica de los condrocitos. Por lo tanto, cuantos mas genes marcadores se tengan en cuenta, mas
representativo se vuelve el ensayo del ambiente completo lo que asegura la formacién de cartilagos estable. Por
otro lado, cuantos mas genes marcadores vayan a determinarse, mas técnicamente complicado se vuelve el ensayo,
lo que comprende su facilidad de uso en cribado de alto rendimiento. Ademas, para mantener la relevancia de la
contribucion de cada uno de los genes marcadores a la evaluacién global, el nUmero de genes marcadores deberia
mantenerse por debajo de 10. De hecho, el cambio de la expresion de un Unico gen marcador dentro de un gran
conjunto de genes marcadores influird poco en la puntuacion de expresiéon global de los genes marcadores.
Basandose en estos argumentos y la contribucion relativa observada de los diferentes marcadores identificados, se
ha determinado que cualquier nimero de marcadores entre 3 y 9 es adecuado para determinar la estabilidad
fenotipica de condrocitos de una poblacién celular o para evaluar la influencia de un compuesto o condicién en la
estabilidad fenotipica de condrocitos de una poblacién celular. De acuerdo con una realizacién de los métodos y
usos de la presente invencién, un conjunto de 5, 6 0 7 marcadores es un compromiso 6ptimo entre la precisién de la
puntuacion obtenida de dicho conjunto de marcadores y la viabilidad practica del ensayo en cribado de alto
rendimiento.

Se describe en el presente documento un conjunto de al menos tres marcadores representativos de la formacion de
cartilago seleccionado del grupo que consiste en los genes marcadores positivos FRZB, COL11, COL2, FGFRS3,
BMP-2, RASF-PLA2 y OPN y los genes marcadores negativos ALK1 y PEDF.

El conjunto de al menos tres marcadores que componen los marcadores potenciales condrogénicos, es decir,
representativos de la formacion de cartilago pueden incluir FRZB, ALK1 y un gen marcador seleccionado del grupo
que consiste en PEDF, COL11, COL2, FGFR3, BMP-2, RASF-PLA2 y OPN. Mas particularmente, el conjunto de al
menos tres marcadores representativos de formacién de cartilago incluyen FRZB, ALK1 y un gen marcador
seleccionado del grupo que consiste en PEDF, COL11, COL2 y FGFR3. Se desvelan en el presente documento
conjuntos de al menos 4, 5 0 6 marcadores que comprenden FRZB, ALK1 y respectivamente 2, 3 y 4 marcadores
seleccionados del grupo que consiste en PEDF, COL11, COL2, FGFR3, BMP-2, RASF-PLA2 y OPN. Mas
particularmente, los conjuntos de al menos 4, 5 0 6 genes marcadores comprenden FRZB, ALK1 y respectivamente
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2, 3 y 4 marcadores seleccionados del grupo que consiste en PEDF, COL11, COL2 y FGFR3. De acuerdo con una
realizacién particular, se usa un conjunto de seis genes marcadores para evaluar la capacidad para producir
cartilago estable in vivo, consistiendo el conjunto en FRZB, ALK1, PEDF, COL11, COL2 y FGFRS3. La puntuacién
acumulada de este conjunto de genes marcadores descritos en el Ejemplo 1 denominados en el presente
documento “marcadores ChondroCelect™ (marcadores CC) también se denomina “puntuacion ChondroCelect™.
Como alternativa, el conjunto de marcadores comprende una variacion de este conjunto de marcadores potenciales
condrogénicos en la que uno de los marcadores PEDF, COL11, COL2 y FGFR3 se reemplaza por un marcador
seleccionado del grupo de RASF-PLA2, OPN y BMP-2. Mas particularmente, el conjunto de marcadores comprende
una variacién de los marcadores potenciales condrogénicos anteriormente descritos, en la que uno de los
marcadores positivos COL11, COL2 se reemplaza por RASF-PLA, OPN o BMP-2. La secciéon de ejemplos del
presente documento demuestra que las puntuaciones de marcadores basadas en la expresién de los conjuntos de
marcadores desvelados en el presente documento por una poblacion celular condrogénica predicen de forma fiable
la naturaleza del cartilago producido por la poblacién celular (como se determina por analisis histolégico).

De acuerdo con otro aspecto, la presente invencion proporciona métodos para determinar la estabilidad fenotipica
de condrocitos de una poblacién celular. Mas particularmente, la presente invencion posibilita el uso de los conjuntos
de genes marcadores desvelados en el presente documento como una herramienta en la evaluacién de la
estabilidad fenotipica de condrocitos de una poblacién celular. Esto es importante por ejemplo en el control de
calidad de poblaciones celulares usadas en el trasplante de células en el contexto del tratamiento de efectos del
cartilago. Estos métodos se caracterizan porque comprenden la etapa de determinar la expresién por la poblacién
celular de un conjunto de genes marcadores como se describe en el presente documento. Mas particularmente, la
expresion de un conjunto de genes marcadores de acuerdo con la presente invencion, opcionalmente expresada
como una puntuacién de marcador acumulada, méas particularmente la puntuacion de potencial condrogénico, se usa
como un indicio de la calidad de una poblacién celular para fines de implantacién. Normalmente, la evaluacion de
calidad de una poblacion celular se realiza en un laboratorio usando técnicas convencionales tales como las
descritas en el presente documento y el resultado de la evaluacion se genera en un informe o se resume en una
hoja de control de calidad. La poblacion celular puede ser PO o cualquier pase de una poblacion celular obtenida de
un tejido animal o humano. De acuerdo con una realizacién, la poblacién celular es entre P2 y P6 de una poblacion
obtenida de una biopsia de cartilago humano. Como alternativa, puede considerarse el nimero de duplicaciones
poblacionales. Para la mayoria de las poblaciones celulares consideradas en el contexto de la presente invencién,
cada pase implica 2-3 duplicaciones poblacionales. En consecuencia en el contexto de la presente invencion, la
poblacién celular se evalla después de una o dos duplicaciones poblacionales (P0). Opcionalmente, la poblacién
celular es una combinacion de diferentes pases (opcionalmente incluyendo P0) de células de una o de diferentes
biopsias. Cuando se pretende el trasplante autélogo de las células, las células obtenidas de una o mas biopsias de
un paciente especifico se combinan opcionalmente y se comprueban con respecto a estabilidad fenotipica de
condrocitos (antes y/o después de la combinacién de las mismas). Normalmente, la evaluacién de calidad se realiza
en puntos temporales especificos, es decir antes de la implantacién (como células o tejidos bidimensionales o
tridimensionales en un armazén o una matriz), antes del almacenamiento (por ejemplo congelacion) y/o
recuperaciéon de almacenamiento, antes de y/o después de someter la poblacion celular a tratamientos y/o
condiciones especificos.

De hecho, el objeto de un aspecto de la invencion es determinar la capacidad de una poblacién celular para producir
in vivo cartilago hialino estable antes de la implantaciéon directa, o siembra en, o encapsulaciéon en una matriz
biocompatible e implantacién posterior. La puntuacion de marcador es indicativa de la capacidad de la poblacién
celular o células para asegurar un implante de cartilago sin sefales de invasion vascular o formaciéon de hueso
endocondrial.

Normalmente, la expresion de los marcadores para determinar la puntuacion de marcador de acuerdo con la
presente invencién se realiza en una poblacién celular en su conjunto, por lo que se toma una muestra
representativa para determinar, por métodos tales como los descritos en el presente documento, si los marcadores
se expresan o no por la poblacién celular que se investiga. Como alternativa, pueden comprobarse células
individuales con respecto a la expresion de genes especificos usando métodos especificos de células conocidos en
la técnica.

De acuerdo con otro aspecto, la invencién proporciona métodos para determinar el efecto de un compuesto o
condicion sobre la capacidad de las células condrogénicas para producir in vivo cartilago hialino estable, siendo
dichos métodos Utiles como herramientas de cribado. Estos métodos comprenden la etapa de poner en contacto una
poblacién de células condrogénicas con un compuesto o condicién y determinar la expresién de un conjunto de
genes marcadores de acuerdo con la presente invencion, por esa poblacion celular.

En consecuencia, se proporcionan métodos y ensayos para identificar compuestos o condiciones que afecten a la
capacidad condrogénica de una poblacion de células. De acuerdo con una realizacion, el método se usa para
identificar condiciones adecuadas para cultivar, almacenar y/o administrar poblaciones celulares para trasplante en
el contexto del tratamiento de defectos del cartilago. En dichos métodos, una poblacién celular condrogénica se
somete a condiciones especificas y se determina la expresion de los genes marcadores. Son condiciones tipicas los
medios de cultivo especificos, temperaturas de cultivo, tiempos de cultivo, densidad de cultivo etc., asi como
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combinaciones con otros tipos celulares. Adicionalmente o como alternativa, los métodos y ensayos se usan para la
identificacion de factores moleculares capaces de afectar a la estabilidad fenotipica de condrocitos de células
condrogénicas. Dichos factores pueden incluir factores de crecimiento, mitbgenos, aditivos, moléculas quimicas
pequeias, etc. El objeto del cribado puede ser identificar factores Utiles en el cultivo, almacenamiento o
administracion de poblaciones celulares para trasplante en el contexto del tratamiento de defectos del cartilago.
Normalmente, son factores de interés los factores que son capaces de afectar de forma positiva a la estabilidad
fenotipica de condrocitos de una poblacion celular y/o factores que afectan positivamente a otras caracteristicas de
las células (por ejemplo, nUmero de células, estabilidad, etc.) y/o parametros de las condiciones de cultivo (por
ejemplo, tiempo de almacenamiento, nimero de pases que pueden usarse, etc.) sin afectar negativamente a la
estabilidad fenotipica de condrocitos de la poblacion celular.

Adicionalmente o como alternativa, los ensayos y métodos de la presente invenciéon son Utiles en el cribado e
identificacion de compuestos con un efecto potencial in vivo en la formacion de cartilago por células condrogénicas.
El uso de los métodos de cribado se prevé para la identificacién de compuestos que afectan a la formacion de
cartilago por células locales en el cuerpo del paciente para tratar y/o formacion de cartilago por células usadas en el
contexto del trasplante de células. Los métodos de cribado pueden usarse para identificar y/o evaluar compuestos
que pueden contrarrestar factores o condiciones que aparecen en situaciones patoldgicas. Por ejemplo, las células
pueden estimularse por ejemplo con IL-1 (para estimular las condiciones inflamatorias, para potenciar rutas
catabdlicas y para regular negativamente procesos anabdlicos) antes de la adicién de compuestos que contrarresten
potencialmente este efecto.

También se prevé el uso de los genes marcadores para evaluar los efectos secundarios potenciales de compuestos
terapéuticos, incluyendo los usados fuera del contexto de la reparacion de cartilago, sobre la capacidad de las
células condrogénicas para producir in vivo cartilago. Los métodos de la presente invencion potencialmente permiten
la identificacién directa de efectos de compuestos en la formacidn del hueso, que, cuando se ensayan directamente
in vivo, solamente se notarian a mas largo plazo.

Los métodos relacionados con el cribado de compuestos, normalmente comprenderan la etapa de poner en contacto
una poblacion de células condrogénicas con uno o mas compuestos de interés y determinar la expresion de un
conjunto de genes marcadores como se describe en el presente documento por la poblacion de células
condrogénicas. Estos métodos permiten el cribado de alto rendimiento de por ejemplo bibliotecas de compuestos
quimicos, bibliotecas de péptidos, bibliotecas de expresion, etc.

Se desvelan métodos que comprenden la etapa de comparar la expresion de un conjunto de genes marcadores en
una poblacién celular a la que se han afadido uno o mas compuestos/que se ha sometido a una condicién particular
con la expresién del conjunto de genes marcadores en ausencia del compuesto o condiciéon en la misma o una
diferente poblacion celular. En una realizacion tipica, (a) una fraccién o fracciones diferentes que se originan de las
mimas poblaciones celulares se someten a condiciones y/o compuestos diferentes para comparacion entre si y/o
con un control positivo y/o negativo. El control negativo puede ser un blanco o un compuesto que se sabe que no
afecta a la estabilidad fenotipica de los condrocitos. El control positivo puede ser un compuesto o condicion que se
sabe que afecta (positiva 0 negativamente) a la estabilidad fenotipica de una poblacién celular.

En métodos de cribado, pueden evaluarse diferentes parametros. Pueden sembrarse células en recipientes
individuales o placas multipocillo a diferentes densidades. Las células pueden incubarse durante periodos de tiempo
diferentes antes de afiadir un compuesto/factor o aplicar una condicién o ambos. Pueden combinarse diferentes
regimenes y combinaciones de compuestos y condiciones de cultivo. Pueden afiadirse compuestos/factores a
diferentes concentraciones y permanecen en contacto con las células durante diferentes periodos de tiempo. Lo
mismo se aplica a las condiciones de cultivo.

La presente invencion se basa en la observacion de que la capacidad de una poblacién celular para producir in vivo
cartilago hialino después de la implantacién puede predecirse basandose en la expresion de genes especificos (los
genes marcadores) por esa poblacion celular in vitro, antes de la implantacion. Por lo tanto, la expresion de los
genes marcadores se usa para controlar la “calidad” condrogénica de las células antes de la implantacion y los
efectos de compuestos y condiciones en los mismos. Como se detalla posteriormente, la expresién de los genes
puede expresarse como una puntuacion marcadora, por lo que el nivel de expresion (relativo) de los genes
marcadores diferentes se suma para obtener un valor, que puede compararse con el valor 6ptimo (es decir alta
expresion de todos los marcadores positivos, baja expresién de todos los marcadores negativos que se consideran).
Adicionalmente o como alternativa, el cribado puede tener en cuenta la capacidad de los compuestos o condiciones
para influir en un marcador cualquiera dentro de este conjunto de genes.

La expresion de genes marcadores puede evaluarse basandose en el valor absoluto o relativo. Normalmente, se usa
la expresion de gen marcador en comparacion con un gen constitutivo. Esto se ejemplifica con la actina en el
presente documento. Ya que los niveles de expresion de los genes constitutivos diferentes puede ser diferente, el
experto en la materia entendera que la expresion relativa de los genes marcadores comparados con el gen
constitutivo seleccionado debe establecerse de antemano en una poblacién con estabilidad fenotipica de condrocitos
para cada gen constitutivo usado. De acuerdo con la presente invencion, la informacion combinada sobre la
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expresion de los marcadores seleccionados es indicativa de si las células son capaces o no de la formacion in vivo
de cartilago.

La presente invencion prevé el uso de las combinaciones de marcadores descritas en el presente documento tanto
en el contexto de evaluar la calidad de una poblacién celular dada como para la evaluacion de la influencia de los
factores/condiciones en la capacidad de células para producir cartilago después de implantacion in vivo. Cuando se
usa el conjunto de marcadores para determinar el efecto de un compuesto, célula o condicién sobre la capacidad de
una poblacion celular para producir in vivo cartilago hialino, el efecto puede basarse en determinar la expresion
“aumentada” o “reducida” de los genes marcadores de la invencion en relacién con un control o en relaciéon con el
nivel de expresion antes de poner en contacto la poblacién celular con el compuesto o condicion. A este respecto,
los compuestos, células o condiciones que aumentan la expresién de uno o mas genes marcadores positivos y/o
reducen la expresién de uno o mas genes marcadores negativos puede considerarse capaz de afectar positivamente
a la formacién de cartilago. Los compuestos, células o condiciones que reducen la expresion de uno o0 mas genes
marcadores positivos y/o aumentan la expresion de uno o mas genes marcadores negativos pueden considerarse
capaces de afectar negativamente a la formacion de cartilago.

La expresién de los diferentes genes marcadores del conjunto de marcadores por una poblaciéon celular se
representa por una “puntuacion de marcador acumulada”, que se correlaciona con y es indicativa de la estabilidad
fenotipica de condrocitos de la poblacién celular. La puntuacion de marcador acumulada se usa para la
interpretacién cualitativa y/o cuantitativa de los resultados en los métodos y ensayos de la presente invencion.

Se prevén diferentes tipos de puntuaciones de marcador dentro del contexto de la presente invencién. El nivel de
expresion de un conjunto de marcadores puede representarse por un valor numérico que es/se corresponde con la
suma del nivel de expresién absoluto de cada uno de los productos génicos en el conjunto de marcadores. Dicho
método de calculo puede usarse cuando se realiza una deteccién cuantitativa de la expresion de los agentes
marcadores por ejemplo mediante PCR cuantitativa o ELISA.

Como alternativa, el nivel de expresion de cada uno de los genes en el conjunto de marcadores puede representarse
por una relacion, es decir, el nivel de expresion de un gen se compara con el de otro gen tal como un gen
constitutivo que se considera que tiene un nivel de expresion igual independientemente del tratamiento de una célula
o del que la expresion se considera relativamente estable, independientemente de la capacidad de la célula para
producir cartilago hialino estable. Esto dara como resultado que los valores de niveles de expresion para los
diferentes marcadores sean mas comparables (y principalmente dentro de intervalo de 0,001 a 10). En
consecuencia, la puntuacién de marcador acumulada puede ser la suma de las relaciones para cada gen marcador.

En ciertas condiciones, sin embargo, la puntuacion de marcador acumulada no se basa en los valores absolutos o
relativos de la expresion para cada uno de los genes marcadores, sino en la evaluacion cualitativa de esta
expresion.

De acuerdo con un método especifico, se asigna de forma arbitraria a la evaluacion cualitativa de los genes
marcadores un valor numérico, por ejemplo “1”. Mas particularmente, se asigna a la expresién aumentada/alta de los
marcadores positivos el valor “1” y también se asigna a la ausencia de expresién de un marcador negativo el valor
“1”. Mas particularmente, se definen intervalos de niveles de expresion (o relaciones de expresion) tanto para niveles
de expresion de genes marcadores positivos como para niveles de expresion de marcadores negativos de la
estabilidad fenotipica de los condrocitos, por lo que se atribuye un valor a los niveles de expresion que quedan
dentro de los intervalos predeterminados. De acuerdo con una realizacion adicional, también se atribuye un valor a
valores de expresion que quedan fuera de los intervalos predeterminados de expresion de los genes marcadores
positivos y/o negativos (por ejemplo cuando se observa expresion muy baja de un gen marcador positivo o expresion
muy alta de un gen marcador negativo).

Cuando se determina el impacto relativo de cada uno de los genes marcadores en la puntuacion de marcador
acumulada, la expresion de cada gen puede tener el mismo peso. Como alternativa, puede considerarse que el nivel
de expresion de uno o mas genes tiene un impacto mas fuerte en la estabilidad fenotipica de los condrocitos que
otros genes, que pueden incorporarse en el impacto relativo de los genes marcadores en el célculo de la puntuacién
de marcador acumulada. En un método particular el impacto relativo de los diferentes marcadores es el mismo y se
le atribuye el valor “1” cuando queda dentro de los intervalos predeterminados de expresién (o de las relaciones de
expresion) a las que se atribuye el valor “-1”, cuando quedan fuera de los intervalos (menores o mayores que los
intervalos predeterminados para los marcadores positivos y negativos, respectivamente). Opcionalmente, puede
considerarse que los niveles de expresién dentro de un cierto intervalo corresponden a un valor “0”, que se
corresponde con un nivel de expresion del gen marcador positivo 0 negativo que no afecta positiva o negativamente
a la estabilidad fenotipica de condrocitos en la célula.

En la seccion de ejemplos descrita en el presente documento, se describe una realizacion particular adicional de la
invencion. La puntuacion de marcador acumulada representativa de un fenotipo de cartilago estable se determina
por un conjunto de hasta seis marcadores, a cada uno de los cuales se atribuye igual importancia. La expresién de
cada uno de los marcadores se cuantifica, y se aplica un enfoque de puntuacion basado en la expresion relativa a un
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gen marcador. En esta realizaciéon especifica, la puntuacién calculada a partir de estos marcadores se denomina
“puntuacion de potencial condrogénico” es decir una puntuacion de marcador acumulada que refleja la expresion
global de un conjunto definido de seis marcadores de la estabilidad fenotipica de cartilago. De acuerdo con esta
realizacién de la invencidn, el nivel de expresion de cada gen se determina mediante un método semicuantitativo y
los valores obtenidos se normalizan por comparacién con un gen de referencia (por ejemplo, beta actina). Por lo
tanto, un nivel de expresién de 1 se refiere a una expresion que es la misma que la de actina, un nivel de expresion
por debajo de 1 se refiere a una expresién que es menor que la de actina (0,1 correspondiente a un nivel de
expresion que es 10 veces menor que el de beta actina) y un nivel de expresion por encima de 1 se refiere a un nivel
de expresion que es mayor que el de actina.

En esta realizacion especifica de la presente invencién, el nivel de expresion de cada uno de los genes marcadores
corresponde a una de tres posibles puntuaciones. En el caso de marcador positivo (FRZ, COL11, COL2, FGFR3) un
nivel de expresion muy bajo (0-0,1) se representa por una puntuaciéon de -1, un nivel de expresién bajo (0,1-1) se
representa por una puntuacion de 0 y una expresion alta (>1) se representa por una puntuacion de +1. De forma
inversa, para un marcador negativo (ALK1, PEDF) un nivel de expresién muy bajo (0-0,1) se representa por una
puntuacion de +1, un nivel de expresion bajo (0,1-1) se representa por una puntuacion de 0 y un nivel de expresién
alto (>1) se representa por una puntuacion de -1. La suma de todas estas puntuaciones individuales representa el
nivel de expresion del conjunto completo de marcadores en total. Para un conjunto de 6 marcadores, la puntuacion
puede variar por lo tanto de -6 (todos los marcadores positivos expresados a un nivel que es menor que la referencia
y todos los marcadores negativos expresados a un nivel que es mayor que el gen de referencia) a +6 (todos los
marcadores positivos expresados a un nivel que es mayor que el gen de referencia y todos los marcadores
negativos expresados a un nivel que es menor que el gen de referencia). Cuando esta puntuacién se basa en la
expresion de los marcadores FRZB, COL11, COL2, FGFR3, ALK1 y PEDF por una poblacion celular, esta
puntuacién se denomina en el presente documento puntuacion Chondrocelect™.

Como se muestra en los ejemplos de la presente invencion, es posible correlacionar los niveles de expresién de un
conjunto de marcadores, asi como la puntuacién de marcador acumulada obtenida de los mismos, con la estabilidad
fenotipica de condrocitos de una poblacion celular de condrocitos. En consecuencia, la evaluacion de los niveles de
expresion de un conjunto definido de marcadores, o de la puntuacién de marcador (acumulada) de una poblacién
celular condrogénica tras la administracion de ciertos compuestos a la misma, puede usarse para evaluar la
capacidad del compuesto para afectar a la estabilidad fenotipica de condrocitos de células y/o la capacidad de las
células para formar cartilago in vivo. Mas particularmente se demuestra que la adicion de compuestos particulares a
una poblacién celular de condrocitos expandida mejora la puntuacion de potencial condrogénico y el fenotipo de esta
poblacién celular. Los controles negativos, por ejemplo, adicion de compuestos que promueven la formacion del
hueso, reducen la puntuacién de potencial condrogénico.

En consecuencia, se proporcionan puntuaciones de marcador acumuladas que pueden usarse en un ensayo de
cribado basado en células para evaluar la influencia de cualquier factor o condiciéon en la capacidad de una
poblacién condrogénica para producir cartilago estable. A la vista del hecho de que la estabilidad fenotipica del
cartilago de una poblacion celular como se identifica in vitro, es representativa de la actividad de las células in vivo,
el ensayo puede usarse de forma fiable para identificar compuestos capaces de influir en la formacién de cartilago
por células condrogénicas locales tras la administracion al defecto de cartilago. Resulta importante que el ensayo y
andlisis de marcadores como se desvela en el presente documento no requieren un ensayo de formacion in vitro o in
vivo de cartilago posterior o paralelo para validar los resultados, lo que acorta drasticamente y simplifica el cribado a
gran escala de compuestos.

De acuerdo con la presente invencion, el uso de una puntuacién de marcador acumulada es una herramienta fiable y
eficaz para evaluar la estabilidad fenotipica de condrocitos de una poblacién celular y/o para evaluar el efecto de las
condiciones o compuestos en la estabilidad fenotipica de condrocitos de células condrogénicas. La fiabilidad de la
puntuacion se determina por un lado por la correlacién entre puntuaciones positivas y la capacidad para generar in
vivo cartilago fenotipicamente estable y la correlacién entre puntuaciones negativas y el hecho de que las células no
son capaces de generar in vivo cartilago fenotipicamente estable. Un requisito adicional deseable de una puntuacion
de marcador acumulada fiable en su eficacia, es decir su capacidad para distinguir eficazmente poblaciones que son
y poblaciones que no son capaces de generar in vivo cartilago fenotipicamente estable. Por ejemplo, cuando el
nimero de marcadores es seis, y el sistema de puntuacién varia entre +6 y -6, como se ha descrito anteriormente,
hay normalmente una “zona gris” (poblaciones caracterizadas por una puntuacién de marcador acumulada de un
intervalo localizado entre +6 y -6), para la que la puntuacion de marcador acumulado no es inequivoca y que,
cuando se ensaya se descubriria que comprende tanto poblaciones que son como poblaciones que no son capaces
de formar cartilago hialino estable. Idealmente, la puntuacién de marcador dara como resultado un nimero minimo
de poblaciones en esa zona gris, pero permitirda una clasificacion de maxima eficacia de poblaciones como
“positivas” o como “negativas”.

Mas particularmente, en el contexto de determinar la estabilidad fenotipica de condrocitos de una poblacién celular
usada para trasplante, puede ser critica tanto la fiabilidad como la eficacia de la puntuacién de marcador acumulada,
para permitir una determinacién directa y correcta del destino de la poblacion celular. De hecho, el uso de una
puntuacion de marcador acumulada de un valor predictivo relativamente bajo para caracterizar una poblacién de
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células que se pretende trasplantar tiene un valor limitado ya que no permite decidir si implantar o no. Para dichas
aplicaciones, el uso de la puntuacion de potencial condrogénico de la presente invenciéon como una herramienta de
puntuacion se considera particularmente apropiada, a la vista de su alta fiabilidad y eficacia. Se prevé sin embargo
que para su uso en cribado, la eficacia del valor predictivo puede ser menos critica. Como se ha indicado
anteriormente, un fin potencial para cribar ensayos es identificar compuestos farmacéuticos que afecten, mas
particularmente mejoren, la estabilidad fenotipica de condrocitos de una poblacién celular. Por lo tanto, en dichos
métodos de cribado, puede preverse que la mejora relativa de la estabilidad fenotipica de condrocitos sea el
requisito critico en lugar de la capacidad de los compuestos para inducir 0 mantener una estabilidad fenotipica de
condrocitos perfecta. Por ejemplo, se prevé que tras realizar un ensayo de cribado, los compuestos capaces de
convertir células de baja calidad (sin cartilago después de implantacién) en cartilago de calidad intermedia (células
que tienen una puntuacidon que no puede usarse para predecir de forma inequivoca el resultado después de la
implantacion), también se consideraran de interés.

Las poblaciones celulares que se usan en los métodos y ensayos de la presente invencion incluyen cualquier célula
que se crea que es capaz de producir cartilago o que pueden desarrollarse a células productoras de cartilago.
Normalmente, las células son células osteocondrales, tales como condrocitos y sus células precursoras o
progenitoras obtenidas de cartilago articular, menisco o liquido sinovial. De acuerdo con una realizacion, las células
usadas en el contexto de la presente invencion son las células precursoras descritas en el documento WO01/25402.
En algunas realizaciones la poblacion celular son células precursoras o células madre que derivan de otros tejidos
tales como médula 6sea sanguinea o grasa y que pueden inducirse al linaje celular osteocondral. Los ensayos de la
presente invencion pueden usarse para determinar si esas células se han comprometido al linaje celular
osteocondral.

Las células usadas en los métodos de cribado y ensayos de la invencion pueden estar recién aisladas, expandidas o
pasadas para uno 0 mas pases. Las células pueden estar presentes como cultivos celulares en matraces de cultivo
0 presentes en una matriz o armazon. La expresion del conjunto de marcadores por células en una matriz puede
determinarse disolviendo en la matriz y determinando la expresion por las células. Las células pueden ser de origen
humano o animal. Son ejemplos de animales que se han usado para el estudio de cartilago Xenopus, pez cebra,
pollo, ratén, rata, conejo, oveja y cabra.

Los métodos y ensayos de la presente invencion pueden realizarse con células, que tienen un fenotipo de
condrocitos estable como resultado de su origen y/o las condiciones de cultivo. Dichas células son particularmente
Utiles para ensayar efectos perjudiciales de un compuesto, tratamiento o condicién dado.

De acuerdo con una realizacién alternativa, los métodos y ensayos de la presente invencion se realizan usando
células que no tienen un fenotipo de condrocitos estable o que han perdido el fenotipo estable de condrocitos, como
resultado de su origen y/o condiciones de cultivo. Son ejemplos de los mismos condrocitos que se han sometido a
pases extensivos y células madre. También son adecuados condrocitos derivados de individuos con un defecto
osteocondral tal como (resultante de) osteoartritis 0 artritis reumatoide o de individuos que estan predispuestos a
adquirir un trastorno osteocondral basandose en su composicion genética. También son adecuadas células
tumorales de cartilago o células de condrosarcoma.

Las células que no tienen estabilidad fenotipica de condrocitos son particularmente dtiles en los métodos de la
presente invencion para cribar con respecto a compuestos o condiciones que mejoran o restauran el fenotipo de
cartilago estable de las células, o que pueden convertir ciertas poblaciones celulares tales como células madre en
células con fenotipo de cartilago estable.

La presente invencién prevé el uso de los métodos y ensayos de la presente invencién en diversas aplicaciones
diferentes. Como se ha detallado anteriormente, los métodos y ensayos de la presente invencion hacen posible
ensayar condiciones de cultivo en células que se pretende usar en ACT tales como densidad celular, nimero de
pases, composicion del medio, crecimiento en o sobre sustratos bi o tridimensionales, concentraciéon de oxigeno,
presion, tensidén de corte. En particular el ensayo permite probar la influencia de la composicion del medio en la
estabilidad fenotipica de condrocitos. Los factores en el mismo que potencialmente tienen un impacto en la
estabilidad fenotipica de condrocitos incluyen, pero sin limitacion, el tipo y lote de suero, diferentes formulaciones de
medio sin suero sintético, y diversas hormonas, factores del crecimiento, vitaminas, proteinas y compuestos
organicos con un supuesto efecto en la estabilidad fenotipica de condrocitos.

Una aplicacién de los métodos y ensayos de la presente invencién es el cribado de compuestos o condiciones que
diferencian células precursoras o células madre en el linaje osteocondral y mas particularmente en el condrogénico.
Otra aplicaciéon en el cribado de compuestos o condiciones que pueden restaurar 0 mantener la estabilidad
fenotipica de condrocitos de células sanas que se han pasado o se estan pasando muchas veces, respectivamente,
para obtener un nimero suficiente de células. Otra aplicacion mas es el cribado de compuestos o condiciones que
pueden inducir estabilidad fenotipica de condrocitos en células que se obtienen de individuos que tienen o estan
predispuestos a un defecto osteocondral.
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En otra aplicacién, el ensayo se usa para evaluar el impacto de las matrices, armazones, geles o sus constituyentes,
que con frecuencia se usan en procedimientos de trasplante celular.

Los métodos y ensayos de la presente invencién también son adecuados en cribados clasicos de bibliotecas
peptidicas, bibliotecas antisentido o bibliotecas de compuestos. Los compuestos que componen estas bibliotecas
incluyen, pero sin limitacién productos biolégicos y compuestos organicos o inorganicos, que se producen de forma
sintética o se obtienen de fuentes naturales. Son ejemplos de los mismos bibliotecas de compuestos que pueden
usarse tales como bibliotecas de fragmentos de anticuerpo, bibliotecas de presentacion de fagos peptidicos,
bibliotecas de péptidos (por ejemplo LOPAP #, Sigma Aldrich), bibliotecas de lipidos (BioMol) bibliotecas de
compuestos sintéticos (por ejemplo LOPAC@, Sigma Aldrich) o bibliotecas de compuestos naturales (Specs,
TimTec).

Los métodos de cribado y ensayos descritos en el presente documento son particularmente Utiles en la identificacion
de compuestos candidatos para medicamentos para el tratamiento de trastornos osteocondrales. El defecto
osteocondral que se prevé que sea de interés en el contexto de los métodos de cribado incluye, pero sin limitacién,
defectos que aparecen en las articulaciones, tales como, pero sin limitacion, codo, tobillo, denominados
habitualmente defectos de cartilago articular. Los defectos de cartilago también se nombran por el hueso préximo
tales como defectos de los céndilos del fémur, del humero, etc. Son trastornos de cartilago de aparicién frecuente,
para los que se prevé que sea de interés el cribado de compuestos capaces de afectar a la estabilidad fenotipica de
condrocitos osteoartritis, artritis reumatoide, lesiones de cartilago articular, condromalacia, espondiloartropatias.

Breve descripcion de las figuras

Se pretende que los siguientes ejemplos ilustren la invencion sin implicar ninguna limitacién de la invencién a las
realizaciones especificas descritas en el presente documento. Estos ejemplos se ilustran por las siguientes Figuras
en las que

La Figura 1 muestra una representacion de dispersion de puntuacién de histologia frente a puntuacion
potencial condrogénica (cada punto se ha movido en una direccion y cantidad aleatoria pequefa
para evitar que se superpongan puntos).

La Figura 2 muestra el efecto del compuesto A en la puntuacién de marcador acumulada (la puntuacién CC
como se ha determinado en el Ejemplo 1) como se determina por PCR cuantitativa en tiempo real
en condrocitos humanos cultivados desde PO hasta P3 en monocapa. Los resultados representan
puntuacion de marcador acumulada media en relacién con un control (DMSO). *p<0,05 en
comparacioén con control de DMSO (n=4).

La Figura 3 muestra el efecto del compuesto A en la expresion de los marcadores moleculares COL2 (A),
COL11 (B), FRZB (C) y FGFRS3 (D) correlacionados positivamente con el potencial condrogénico
de condrocitos P3 humanos cultivados en monocapa como se determina por PCR cuantitativa en
tiempo real. Los resultados representan expresion génica diana relativa al control de DMSO como
se determina por el 2°9"@%CT «, 0 05 en comparacion con el control de DMSO (n=4).

La Figura 4 muestra el efecto de un compuesto A en la expresion de los marcadores moleculares PEDF (A) y
ALK1 (B) correlacionado negativamente con el potencial condrogénico de condrocitos P3 humanos
cultivados en monocapa como se determina por PCR cuantitativa en Tiempo Real. Los resultados
representan expresion génica diana relativa al control de DMSO como se determina por el 2°

delladeliaCT '+, 0,05 en comparacion con el control de DMSO (n=4).

Ejemplos

Metodologia

Cultivo de condrocitos

Se aislaron condrocitos derivados de cartilago articular humano adulto y se expandieron in vitro usando condiciones
convencionales como se describe en Dell’Accio et al. (2001). Arthritis Rheum. 44, 1608-1619.

Ensayo in vivo

Los marcadores se validaron usando un conjunto de 48 muestras de condrocitos que se obtuvieron de diferentes
personas y se aislaron de nuevo o se pasaron de 1 hasta 5 pases. Se us6 una parte de los condrocitos para analisis
de marcadores (véase ejemplo 3) mientras que otra parte se usé en un ensayo in vivo para verificar la capacidad de
formacion de cartilago de cada muestra. Se inyectdé a ratones nu/nu NERI hembra por via intramuscular
(compartimento posterior del muslo) aproximadamente 5 millones de células humanas. Se recogieron los implantes
después de 2 semanas. [Lipman et al. (1983) Calcif. Tissue Int 35, 767-772; Ostrowski et al. (1975) Somatic Cell
Genet. 1, 391-395]. Los implantes de cartilago se diseccionaron del masculo y se realiz6 histologia usando tincién
con hematoxilina-eosina, azul de toluidina y Safranina O. Después de la tincién se atribuye al implante una
puntuacion de histologia que varia de 1 a 3. Una puntuacion de histologia de 3 se refiere a cartilago de tipo hialino
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con proteoglicanos altamente sulfatados, fuerte tincién con azul de toluidina y Safranina O. Una puntuacion de
histologia de 2 se refiere a cartilago de tipo hialino bien diferenciado, fuerte tincién con azul de toluidina, tincién débil
con Safranina O. Una puntuacién de histologia de 1 se refiere a “fibrocartilago”, tejido fibroso no diferenciado,
ninguna o débil tinciéon con azul de toluidina. Una puntuacion de histologia de 0 se refiere a experimentos en los que
no se recuperd ningun implante. El cartilago con una puntuaciéon de histologia de 2 o 3 representa implantes
exitosos. El cartilago con una puntuacion de histologia de 0 o 1 representa implantes fallidos.

Ejemplo 1: andlisis de marcadores

Se usd una fraccion de las células inyectadas para andlisis de expresion génica. Se realiz6 aislamiento de ARN,
transcripcion inversa y PCR usando los métodos descritos en el documento WO0124832. Se muestran cebadores
de PCR para estos marcadores en la Tabla 1.

Tabla 1: Cebadores para la amplificacion de genes marcadores

Cebador [Secuencia SEC ID N¢:
beta actina directo |5’-tgacggggtcacccacactgtgcccatcta-3’ 1
inverso |5’-ctagaagcatttgcggtggacgatggaggg-3’ 2
Colageno 11 directo |5’-gaactccatctctccctge-3’ 3
inverso |5’-gagactggatttcaaggcaag-3’ 4
Colageno 2 directo |5’-ccctgagtggaagagtggag-3° 5
inverso |5’-gaggcgtgaggtcttctgtg-3’ 6
PEDF directo |5’-ttcaaggggcagtgggtaac-3’ 7
inverso |5'-taaggtgatagtccagcggg-3’ 8
Frzb1 directo |5’-tgtaagtctgtgtgcgageg-3’ 9
inverso |5’-gatttagttgcgtgcttgcc-3’ 10
ALKA1 directo |5’-cgacggaggcaggagaagcag-3’ 11
inverso |5'-tgaagtcgcggtgggcaatgg-3’ 12
FGFR3 directo |5’-gctgaaagacgatgccactg-3’ 13
inverso |5’-aggaccccaaaggaccagac-3’ 14

Los niveles de expresién de los marcadores se determinan midiendo la intensidad de los productos de PCR después
de electroforesis. Todos los valores se comparan después en relacién con una banda de 600 pb de un marcador de
ADN y se obtiene un valor. La concentracion de los marcadores individuales se representa por un valor numérico. En
el caso de un marcador positivo (COL11, COL2, FGFR3) una expresion muy baja (0-0,1) se representa por -1, una
expresion baja (0,1-1) se representa por un 0 y una expresion alta se representa por +1. Por el contrario en el caso
de un marcador negativo (ALK1, PEDF) una expresion muy baja (0-0,1) se representa por +1, una expresion baja
(0,1-1) se representa por un 0 y una expresion alta se representa por -1. La suma de todos estos marcadores
individuales (definida como puntuacién de potencial condrogénico) representa el nivel de expresién del conjunto
completo de marcadores. Este nimero puede variar de -6 a +6.

Los datos individuales para cada marcador, su puntuacién de potencial condrogénico y puntuacién de histologia se
recopilan en la Tabla 2.

Tabla 2: Vision de conjunto de las puntuaciones de histologia y puntuaciones de potencial condrogénico
realizadas respectivamente en implantes de cartilago y condrocitos inyectados. Los cédigos de muestras se
refieren a un cddigo del paciente, un numero de pase y con el tiempo a la confluencia de las células.

Marcadores positivos Marcadores

negativos
Muestra| Codigo de Puntuacion de Puntuacion de COL11|COL2(FGFR3|(FRZB| ALK1 | PEDF
muestra histologia ChondroCelect
1 €s29p0 3 5 3,94 (825]| 3,34 | 4,17 | 0,16 0
2 €s49p0 80 % 3 5 0,66 | 1,93 | 1,90 | 2,26 0 0
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Marcadores positivos Marcadores
negativos
Muestra| Cadigo de Puntuacion de Puntuacion de COL11|COL2|FGFR3|FRZB| ALK1 | PEDF
muestra histologia ChondroCelect
3 Cs141p3 3 4 1,44 (6,10 | 3,22 | 2,85 | 0,61 0,41
4 cs22p0 3 4 5,45 |10,89| 6,38 | 5,06 | 0,66 0,58
7 Cs141p0 3 3 4,95 (10,95| 0,34 | 4,42 | 0,39 0,35
8 Cs145p0 3 3 551 (8,46 | 4,18 | 8,28 | 0,79 2,56
9 Cs148p0 3 3 2,32 (11,63 3,90 | 6,28 | 0,52 1,14
10 €s28p0 3 3 2,63 [ 9,02 | 4,00 | 4,77 | 0,41 1,12
11 cs49p0 100 % 3 3 363 | 1,75 3,78 | 249 | 1,22 0,84
5 Cs126p1 3 2 2,99 328 2,29 [1,68 | 1,39 1,39
12 Cs130p0 3 2 11,96 (10,77 4,87 |10,89| 1,23 1,83
13 Cs134p1 3 3 10,8 | 7,82 | 1,81 |1,291| 0,960 1,54
14 Cs141p2 3 2 7,27 |13,60| 0,02 | 5,17 | 0,78 0,54
15 Cs145p3 3 2 0,10 | 2,53 | 2,35 | 1,10 | 0,22 0,31
16 Cs146p0 3 2 0,11 | 725| 2,21 | 2,50 | 0,61 1,05
17 cs49p1 90 % 3 2 0,51 | 0,18 | 1,53 | 1,21 | 0,20 0,43
6 Cs136p1 3 1 0,81 | 1,14 | 0,44 | 0,48 | 0,42 0,37
18 Cs137p3 3 1 0,63 | 3,19 | 1,64 | 0,87 | 1,01 0,81
19 Cs145p2 3 1 3,19 (5,08 | 0,29 | 3,97 | 1,73 1,60
20 Cs146p1fbs 3 1 1,47 (2,00 0,79 | 1,61 1,57 3,82
21 Cs130p2 3 0 8,14 | 0,43 | 0,90 | 1,32 | 1,30 3,18
22 Cs142p1 3 0 0,12 | 3,50|10,94| 1,30 | 1,03 1,38
23 Cs113p1 2 4 3,00 | 3,89 | 3,54 (1,02 0,80 0,38
24 cs55p1 2 3 1,24 (3,93 | 1,01 | 1,70 | 0,22 3,67
25 Cs134p2 2 2 8,18 (14,54] 1,99 | 2,45 | 3,09 1,33
26 Cs127p1 2 2 6,85 |10,48| 0,82 | 3,08 | 0,84 1,83
27 Cs137p4 2 2 0,34 | 1,73 | 0,87 | 1,04 | 0,57 0,84
28 Cs141p5 2 2 0,37 | 423 | 522 | 2,28 | 1,06 0,30
29 cs28p1 2 2 1,20 | 0,53 | 0,90 | 0,65 | 0,52 0
30 cs43p1 2 2 1,67 0 1,16 | 0,74 | 0,40 0
31 cs43p0 2 1 0,64 0 1,46 | 0,84 | 0,13 0
32 cs41p1 2 0 0,44 | 0,05| 1,18 | 0,55 | 0,25 0,35
33 Cs148p3 2 -1 0,31 | 0,87 | 1,63 | 0,88 | 1,36 1,63
34 Cs139p1 2 -2 0,44 (0,15 0,02 | 0,55 | 0,93 2,33
35 Cs110p3 1 1 1,21 (1,08 | 2,89 | 0,31 2,37 2,42
36 Cs127p3 1 -1 4,22 (1,05 0,01 | 0,89 | 1,42 7,72
37 cs22p1 1 -1 0,45 | 0,33 | 0,42 | 2,41 1,23 9,22
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Marcadores positivos Marcadores
negativos
Muestra| Cadigo de Puntuacion de Puntuacion de COL11|COL2|FGFR3|FRZB| ALK1 | PEDF
muestra histologia ChondroCelect
38 cs41p2 1 -1 1,26 0 1,72 | 0,71 1,87 4,42
39 Cs145p5 1 -2 0,15 | 0,23 | 0,56 | 0,50 | 2,86 2,42
40 Cs41p3 1 -2 0,95 0 1,34 1023 | 1,12 4,34
41 Cs125p5 1 -3 3,17 0 0 0,13 | 3,87 9,02
42 Cs134p5 1 -4 0,07 | 0,09| 0,35 | 0,34 | 1,73 1,37
43 Cs146p3 1 -5 0,07 | 0,01 | 0,06 | 0,15 1,65 2,67
44 cs43p2 0 -1 2,56 0 0,13 | 0,2 | 1,29 0,41
45 Cs110p5 0 -4 0,54 | 0,0 0,2 0,0 1,7 7,9
46 Cs41p4 0 -3 0,14 0 0,38 | 0,11 1,17 1,74
47 Cs146p5 0 -4 0,07 | 0,14 | 0,08 | 0,14 | 2,13 3,46
48 Cs148p5 0 -4 0,05 | 0,02 | 0,16 | 0,14 | 1,57 2,34

Ejemplo 2: andlisis de datos

La correlacion entre la puntuacion de potencial condrogénico como se ha determinado en el Ejemplo 1 y la
puntuacion de histologia se representa en la Tabla 3 y en la Figura 1. El coeficiente de correlaciéon entre la
puntuacion de potencial condrogénico y la puntuacion de histologia es de 0,78 y es estadisticamente significativa
(p<0,0001).

Las muestras con una puntuacion de potencial condrogénico de -3 o menos siempre dan como resultado
fibrocartilago o nada de fibrocartilago en absoluto. Las muestras con una puntuaciéon de potencial condrogénico de 2
0 mas siempre daran como resultado cartilago hialino. Las muestras con una puntuacion de potencial condrogénico
de 1 dan como resultado en 1 de cada 6 casos cartilago hialino.

Como criterio, se considera que una muestra con una puntuacién de potencial condrogénico de 0 o0 mas es
adecuada para implantacion. Basandose en el conjunto de datos presente es posible predecir en el 77 % (37/48) el
resultado de un trasplante con alta certeza y en el 64 % sin errores. Basandose en este conjunto de datos, un cultivo
de condrocitos se aprueba para su uso en un procedimiento de ACI cuando la puntuacién de potencial condrogénico
es de 0 o maés.

En resumen, solamente puede obtenerse cartilago de tipo hialino estable con células que tengan una puntuacién de
potencial Condrogénico de 0 o mas. Las células que no forman cartilago en absoluto tuvieron una puntuacién
negativa. El andlisis adicional de genes individuales puede ayudar adicionalmente a refinar el modelo.

a) relacion entre la puntuacion de potencial condrogénico y la puntuacion de histologia

La relacion entre la puntuacion de potencial Condrogénico y la puntuaciéon de histologia se representa en la Figura 1
y en la Tabla 3.

Tabla 3: Tabla de frecuencias para la puntuacion de histologia, con sumarios estadisticos.

Puntuacion de puntuacion de histologia Probabilidad de
Chondro-Celect puntuacién de > 2
0 1 2 3 Total Media Observada Ajustada
-5 0 1 0 0 1 1,0 0/1 (0 %) 0,4 %
-4 2 1 0 0 3 0,3 0/3 (0 %) 1,4 %
-3 2 1 1 0 4 0,75 1/4 25 % 5,0 %
-2 0 2 0 0 2 1,0 0/2 (0 %) 16,2 %
-1 1 3 1 0 5 1,0 1/5 (20 %) 41,5%
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Puntuacion de puntuacion de histologia Probabilidad de
Chondro-Celect puntuacién de > 2
0 1 2 3 Total Media Observada Ajustada
0 0 0 1 2 3 2,7 3/3 (100 %) 72,4 %
1 0 1 1 4 6 2,5 5/6 (83 %) 90,6 %
2 0 0 6 6 12 2,5 12/12 (100 %) 97,3 %
3 0 0 1 6 7 29 7/7 (100 %) 99,2 %
4 0 0 1 2 3 2,7 3/3 (100 %) 99,8 %
5 0 0 0 2 2 3,0 2/2 (100 %) 99,9 %
Total 5 9 12 22 48

Ademas de la tabla de frecuencias, la Tabla 3 también muestra la puntuacion de histologia media para cada valor de
la puntuacién del potencial Condrogénico. Este valor medio aumenta significativamente (de 1,0 a 2,7) entre las
puntuaciones de potencial condrogénico de -1 y 0. Esto sugiere considerar muestras con una puntuaciéon de
potencial condrogénico de 0 0 mas como adecuadas para ACI.

b) Analisis de datos usando una escala categorica

Una “escala categédrica ordenada” es una escala en la que las categorias se numeran Unicamente para mostrar su
secuencia: los nimeros reales asignados no proporcionan ninguna otra informacién. Por ejemplo, la escala de
histologia en el presente documento toma valores de 0, 1, 2, 3. Interpretar esto como una escala categérica
ordenada implica que 1 es mejor que 0, pero no dice nada acerca de cuanto mejor. Para una escala de intervalos,
sin embargo, los nimeros reales se interpretan como significativos, en los que 1 es mejor que 0 en la misma
cantidad que 2 es mejor que 1, etc. Al calcular los valores medios como en la Tabla 3, se realiza la suposicion
implicita de que la puntuacion de histologia puede tratarse de forma véalida como una escala de intervalos.

Cuantos mas puntos tenga una escala, mas se acepta que dicha escala es una escala de intervalos. La puntuacion
de potencial condrogénico que se representa por 13 puntos de datos se trata en consecuencia como una puntuacion
de intervalos.

Se presenta un andlisis adicional en la dltima columna de la Tabla 3, que trata la puntuacién de histologia como una
escala categorica ordenada. En el presente documento las puntuaciones se fusionan en dos categorias, 0 o 1
(fibrocartilago ausente o bajo) y 2 o 3 (cartilago hialino), los datos representan la probabilidad de observar una
puntuacion de histologia de 2 o 3.

En las ultimas dos columnas de la Tabla 3, la columna con el encabezamiento “observada” muestra los nimeros
reales de muestras en esta categoria (y los porcentajes) para cada puntuacién de potencial Condrogénico. Este
valor también aumenta entre las puntuaciones de potencial condrogénico -1 y 0, lo que sugiere un punto de corte de
valor umbral. Para este andlisis la puntuacién de potencial Condrogénico se considera una escala categoérica
ordenada.

c) Analisis de datos usando una escala de intervalos

Cuando la puntuacién de potencial Condrogénico se trata como una escala de intervalos, las respuestas observadas
pueden suavizarse usando analisis logistico. Este método predice la probabilidad de estar en la categoria deseada
(2 0 3). Los valores ajustados no quedan fuera del intervalo plausible (de 0 a 100 %). Estos valores ajustados se
muestran en la columna final de la Tabla 3, y muestran el efecto del suavizado. Se supone que estas estimaciones
ajustadas proporcionan una prediccién mas fiable de la probabilidad de obtener una puntuacién de histologia de 2 o
3 a cualquier puntuacién de potencial Condrogénico que por otros métodos. Obsérvese que en particular para una
puntuacion de potencial condrogénico de -1, el modelo ajustado predice una probabilidad del 41,5 % de obtener un 2
0 3, y en consecuencia, esto plantea la cuestién de si deberia aceptarse una puntuacion de -1.

Ejemplo 3. Impacto de los marcadores individuales

El impacto de los marcadores individuales se evalla recalculando el perfil de expresién de 5 marcadores en lugar de
6 marcadores del conjunto de marcadores que determinan la puntuacién de potencial Condrogénico en el Ejemplo 1.
Se aplicd el mismo sistema de puntuacion, en el que las puntuaciones pueden variar ahora de -5 a +5.

Los datos se presentan en las Tablas 4 a 9.
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Tabla 4: Tabla de frecuencias para la puntuacién de histologia sin marcador COL11

. Puntuacion de histologia
Puntuacién del
marcador 0 1 2 3 Total

-5 0
-4 2 3
-3 3 1 4
-2 1 4 1 6
1 1 1 1 3
0 1 1 3 5
1 5 5 10
2 3 8 11
3 3 4
4 1 1
5 1 1

total 5 9 12 22 48

Tabla 5: Tabla de frecuencias para la puntuacién de histologia sin marcador COL2

Puntuacién de histologia
Puntuacién del
marcador 0 1 2 3 Total

-5
-4 1 1 2
-3 2 1 3
-2 1 3 1 5
-1 2 1 1 4
0 1 2 5 8
1 6 5 11
2 3 7 10
3 1 2 3
4 2 2
5

5 9 12 22 48

Tabla 6: Tabla de frecuencias para la puntuacién de histologia sin marcador PEDF

. Puntuacion de histologia
Puntuacién del
marcador 0 1 2 3 Total
-5
-4 1 1
-3 3 1 4
-2 1 1 2
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Puntuacién del Puntuacién de histologia
marcador 0 1 2 3 Total

-1 1 1 4
0 2 5
1 2 4 6
2 1 3 5 9
3 2 5 7
4 2 8 10
5

5 9 12 22 48

Tabla 7: Tabla de frecuencias para la puntuacion de histologia sin marcador FRZB

Puntuacion del Puntuacion de histologia
marcador 0 1 > 3 —

_5 1 1
-4 > ] 5
2 3 1 .
1 ] > 1 > 6
0 1 5 _
1 ! 5 8 12
2 3 - -
3 1 . _
4 S 2
5

5 9 12 5 5

Tabla 8: Tabla de frecuencias para la puntuacion de histologia sin marcador ALK1

Puntuacién del Puntuacién de histologia
marcador 0 1 2 3

-5

-4 1 1

-3 3 1 4
-2 1 1 1 3
-1 2 2

0 1 3 2 6

1 1 3 4
2 1 4 7 12
3 3 7 10
4 1 4 5
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y Puntuacién de histologia
Puntuacién del

marcador 0 1 2 3
5 1 1
5 9 12 22 48

Tabla 9: Tabla de frecuencias para la puntuacion de histologia sin marcador FGFR3
Puntuacién de histologia

Puntuacioén del

marcador 0 1 2 3 Total
-5
-4 2 2 4
-3 2 1 3
-2 3 1 4
-1 1 1 2 4
0 2 1 6

—_
w
—_
—_

2 4 5 9
3 1 4 5
4 2
5

5 9 12 22 48

La parte A de la Tabla 10 a continuacion indica para cada uno de los conjuntos de datos presentados en las Tabla 4
a 9 anteriores, para un umbral de una puntuaciéon de marcador, cuantas de las muestras puede clasificarse de forma
inequivoca que proporcionan baja calidad (puntuacién de histologia de 0 o 1 correspondiente a “-” en la Tabla 10) o
que proporcionan cartilago de alta calidad (puntuacion de histologia de 2 o 3, indicado por “+” en la Tabla 10). Las
muestras para las que no hay correlacién entre la puntuacién de marcador y la puntuacion de histologia se clasifican
como muestras “?”. Estos datos indican que cuando se usa un conjunto de 5 marcadores en el que se omiten
COL11, COL2 o COL11, se obtienen resultados similares o incluso mejores (es decir menos muestras designadas
como “?”).

En la parte B de la Tabla 10 los valores de punto de corte estan menos restringidos. Cuando para una puntuacién de
marcador dentro del intervalo indicado, al menos 5 de 6 muestras muestran una correlacion entre la puntuacion del
marcador y la calidad del cartilago, se supone que el intervalo de la puntuaciéon del marcador sera predictivo.
Usando este enfoque la omisién de COL11 da como resultado resultados mejorados mientras que la omision de
cualquier otro marcador da peores resultados, especialmente cuando se omite Col2 o FGFR3 del conjunto de
marcadores del Ejemplo 1.

Tabla 10: Valores predictivos de un conjunto de marcadores que contiene 5 marcadores.

A 6 -COL11 | -COL2 | -PEDF | -FRZB | -ALK1 | -FGFR3
marcadores

- 7 7 5 7 7 5 7

? 17 14 17 24 27 27 14

+ 24 27 26 17 14 16 27

B 6 -COL11 | -COL2 | -PEDF | -FRZB | -ALK1 | -FGFR3
marcadores

- 7 13 10 7 7 5 7

? 8 3 12 9 10 11 14
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+ 33 32 26 32 27 32 27

Basandose en el presente conjunto de datos y su interpretacion, parece que la capacidad predictiva del perfil de
expresion de un conjunto de marcadores para la generaciéon in vivo de cartilago puede obtenerse también
opcionalmente sin COL11 independientemente de la interpretacion. Por otro lado la omisién de ALK1 o FRZB da
como resultado una capacidad predictiva reducida de los marcadores, independientemente de la interpretacion del
conjunto de datos presente.

Ejemplo 4. Uso de la puntuaciéon de marcador en ensayos de cribado

La evaluacion de la estabilidad fenotipica de condrocitos usando una puntuacion del marcador acumulada se ensayé
en ensayos de cribado para identificar compuestos capaces de afectar a la capacidad de las células para producir in
vivo cartilago estable y para determinar la naturaleza del efecto de dichos compuestos en las células.

Se realizaron ensayos de cribado en placas de 96 pocillos en las que se sembraron entre 10 000 y 100 000
condrocitos obtenidos de una biopsia de cartilago (recién aislada de pase 0 a P5). Se afadieron compuestos de
ensayo en diversas concentraciones y durante diversos periodos de tiempo. Después de la incubacién, se
recogieron condrocitos, se aislé ARN y se traté con transcriptasa inversa. Se realizé PCR cuantitativa de acuerdo
con las instrucciones del procedimiento TagMan y se determiné la puntuacién de potencial Condrogénico de las
células como se ha descrito en el Ejemplo 1 (puntuacion CC).

1. Ensayo con respecto a moléculas que contrarrestan la desdiferenciacién de condrocitos en cultivo en monocapa

El compuesto A era un compuesto candidato que se predijo que tenia un efecto condroprotector y que tenia efectos
estabilizadores potenciales en el fenotipo de condrocitos. La determinacién de una puntuacién de marcador
acumulada, mas particularmente la puntuacién de potencial condrogénico del Ejemplo 1, se us6 para determinar el
efecto de este compuesto en la estabilidad fenotipica de condrocitos de un cultivo en monocapa de condrocitos.

a) Cultivos en monocapa de condrocitos

Se cultivaron condrocitos en un cultivo en monocapa a 4 x 10* células/ml en matraces T25. Se afiadio compuesto A
a las células directamente después de sembrar en placas. Se afadié un volumen final total de 5 ml de medio
completo (DMEM + FBS 10 %). Se usaron tres matraces para cada condicién (compuesto A 1 o 10 uM, control de
DMSO). Se reemplazaron medios y compuestos una vez a la semana. A la confluencia, se tripsinizaron condrocitos
en el pase 0 (P0), se contaron y se volvieron a sembrar en placas 2 x 10° células para cultivo de P1. Las células
restantes se pusieron en medio de lisis para extraccion de ARN. Se realiz6 el mismo procedimiento para cultivos de
condrocitos P1, P2 y P3. Se us6 RT-PCR TagMan para determinar la expresion de marcadores condrogénicos.

b) Aislamiento de ARN, generacién de ADNc

Se lavaron condrocitos obtenidos de cultivo en monocapa con PBS y se lisaron usando tampén de RLT que contenia
mercaptoetanol 1 % (Qiagen). Las células lisadas se almacenaron a -80 °C hasta su uso. Se purific6 ARNm usando
el microkit RNeasy (Qiagen) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Se sintetizé ADNc usando hexameros
aleatorios siguiendo las instrucciones del fabricante (Invitrogen).

c) Reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real TagMan (RT-PCR)

Se realiz6 PCR cuantitativa en Tiempo Real (RT-PCR) usando el sistema detector de secuencias ABI prism 7700.
Se uso el kit de gPCR Mastermix (Eurogentec) para RT-PCR de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Los
cebadores y sondas usados para el andlisis de TagMan se pidieron a Applied Biosystems o Eurogentec. Se
calcularon los datos de PCR en Tiempo Real usando el método de 2" CT (2DDCT) que se define como la
cantidad de gen diana normalizada para una referencia enddgena (B-actina) y en relacién con un calibrador, que en
este caso es los niveles de expresion de genes seleccionados en condiciones de control (DMSO).

d) Resultados

El compuesto A tuvo un efecto en la expresion de varios marcadores moleculares indicativo de la capacidad
condrogénica, estabilidad fenotipica y homeostasis de los condrocitos y fue capaz de contrarrestar la reduccién de la
puntuacion de potencial condrogénico durante la expansion de los condrocitos en cultivo en monocapa (véase
Figura 2). Por lo tanto a concentracién tanto de 1 uM como de 10 uM, las puntuaciones de potencial condrogénico
para condrocitos a PO y P3 fueron comparables o incluso aumentaron en comparacién con los condrocitos cultivados
en ausencia del compuesto. En este Ultimo caso se observé una caida de la puntuaciéon de marcador acumulada
para condrocitos P3 frente a PO.
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El compuesto A tuvo un efecto positivo en la expresion génica de varios de los componentes de la matriz
extracelular de los condrocitos. A concentraciones menores (1 uM) pero no mayores (10 uM), el compuesto A indujo
la expresién de transcritos génicos tanto Col2 como Col11 (Figura 3). El compuesto también aumenta la expresion
del marcador FGFR-3 aunque el aumento no fue estadisticamente significativo. Ademas, el compuesto A inhibe
fuertemente la expresién de PDEF a ambas concentraciones ensayadas (Figura 4). A 10 uM, la adicién del
compuesto también dio como resultado una expresién reducida de ALK1 (Figura 4). Ambos marcadores, cuando se
regulan positivamente, se correlacionan de forma negativa con la capacidad condrogénica de las células lo que
indica que el compuesto A tiene un efecto positivo y estimulador en el potencial condrogénico de las células de
condrocitos y por lo tanto en la condrogénesis.

2. Cribado de moléculas con respecto a su capacidad para mediar en la rediferenciacion de condrocitos
desdiferenciados en cultivo tridimensional.

Se cribaron catorce compuestos con respecto a su capacidad para potenciar la rediferenciacion de condrocitos
desdiferenciados en cultivos de alginato. Se determiné el efecto de las moléculas en la expresién de los diferentes
marcadores moleculares y en la puntuacién de marcador acumulada (puntuacién de potencial condrogénico como se
ha determinado en el Ejemplo 1), para evaluar la capacidad de los compuestos para afectar a la recuperacién del
fenotipo condrogénico de las células en los cultivos tridimensionales.

a) Rediferenciacion de condrocitos en cultivo de alginato

Después de la expansién en cultivo en monocapa en medio completo, se liberaron condrocitos humanos en el pase
3 (P3) tomados de la rodilla de 5 pacientes de OA (edad 50-65) por tratamiento con tripsina, se contaron y se
ensayaron con respecto a viabilidad por el ensayo de exclusion de tripano. Los condrocitos se suspendieron en
alginato al 2 % y se afadi6 cantidad igual de HBSS. La suspension celular se extrajo en una aguja de jeringa de 10
ml y se transfirié en gotas por un calibre 24 a una solucion de cloruro calcico (5 perlas por pocillo, nimero de células
totales 250000/pocillo). Las perlas se lavaron con NaCl y se afadié nuevo medio completo (DMEM + FBS 10 %).
Después de 4 dias de cultivo el sobrenadante se retir6 y se afadié medio nuevo con los compuestos a una
concentracién de 10 uM. Cuatro dias después de la adicion de los compuestos, se retiré el sobrenadante y las
células se liberaron de sus perlas para lisis. Se generaron ARNm y ADNc y se usé RT-PCR TagMan para medir la
expresion de COL2, COL11, FGR3, FRZB, ALK1, PEDF como se ha descrito en el Ejemplo 1.

b) Resultados

Los efectos relativos de los compuestos en la regulacion positiva o negativa de la expresion de genes marcadores
en condrocitos cultivados en alginato se resumen en la Tabla 11. Los efectos son relativos a los condrocitos
cultivados en ausencia de moléculas (pero en presencia de vehiculo DMSO). Los resultados representan la
expresion media (media de 5 pacientes con OA) relativa a controles (condrocitos mas DMSQ). NS = no significativo;
- = inhibe; + = potencia; # = p<0,05 significativo cuando se compara con DMSO de control. Los compuestos se
usaron a 10 uM.

Varias moléculas fueron capaces de afectar a la expresion de diversos genes marcadores de una manera positiva o
negativa. Solamente dos compuestos (Cpd 8 y Cpd 14) tuvieron un efecto positivo en la puntuacién de marcador
acumulada (puntuacién CC) lo que indica que estos compuestos podrian potenciar/mediar en la rediferenciacién de
los condrocitos. Sin embargo, solamente Cpd 14 tuvo el efecto deseado en cada uno de los marcadores
individuales, sin ningln efecto en la expresién génica de BMP2 o ALK1. Este compuesto podria ser util en la
estimulacién de la desdiferenciacion de condrocitos ex vivo antes de la reimplantacion y podria por lo tanto desviar el
equilibrio hacia la formacion in vivo de cartilago hialino articular.

Tabla 11. Efecto de los compuestos de ensayo en la expresion de la modulacidn fenotipica de condrocitos
desdiferenciados cultivados en cultivos de alginato.

compuestos coL2 FGR3 BMP2 COL11 ALK1 PEDF puntuacion

Cpd 1 NS ¥ NS NS NS F ﬁg
Cpd 2 F NS F NS NS F NS
Cpd 3 F F NS F NS F NS
Cpd 4 F NS NS NS NS NS NS
Cpd 5 F F F NS NS F F

Cpd 6 R Ry R NS NS R R

Cpd 7 NS ¥ NS NS NS NS NS
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compuestos coL2 FGR3 BMP2 COL11 ALK1 PEDF puntuacion
Cpd 8 NS NS NS Ry Ry NS E"‘C
Cpd 9 NS NS NS NS NS NS NS
Cpd 10 -+ NS NS NS NS NS NS
Cpd 11 Ry # + NS NS F F
Cpd 12 Ry NS + NS Ry Ry NS
Cpd 13 Ry NS NS NS NS Ry Ry
Cpd 14 + + NS + NS F +

Ejemplo 5. Ensayo del efecto de los compuestos condroprotectores in vivo

Para los compuestos del Ejemplo 4 que afectan significativamente a la puntuacién de potencial condrogénico, el
efecto de los compuestos en la estabilidad fenotipica de condrocitos de las células también se ensaya in vivo. Para
este fin, se ponen en contacto poblaciones celulares con el compuesto de ensayo o tampdén y, después de
incubacién, se inyectan en el modelo de ratones desnudos (véase anteriormente). Se evalla la capacidad de cada
una de las poblaciones celulares para producir cartilago hialino estable. Se establece que el efecto del compuesto
en la puntuacion de potencial condrogénico se correlaciona con el efecto en el potencial condrogénico de la
poblacién celular.
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<210> 3

<211>19

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de PCR

<400> 3
gaactccatc tctceetge 19

<210>4

<211> 21

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de PCR

<400> 4
gagactggat ttcaaggcaa g 21

<210>5

<211> 20

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de PCR

<400> 5
ccctgagtgg aagagtggag 20

<210>6

<211>20
<212> ADN
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<400> 6
gaggcgtgag gtcttctgtg 20
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<400>7
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gatttagttg cgtgcttgce 20
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<400> 11
cgacggaggc aggagaagca g 21

<210> 12
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<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
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<400> 12
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<400> 14
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REIVINDICACIONES

1. Un método in vitro para determinar la capacidad de una poblacion celular para producir in vivo cartilago hialino
estable, que comprende determinar la expresion por dicha poblacién de un conjunto de al menos tres genes
marcadores que comprenden FRZB (Proteina Relacionada con Frizzled 1), ALK1 (Receptor de Activina A, Quinasa 1
de Tipo Il) y uno o mas marcadores seleccionados del grupo que consiste en PEDF (Factor Derivado de Epitelio
Pigmentario), COL 11 (Colageno, Tipo XI A1), COL2 (Colageno, Tipo II, Alfa 1), FGFR3 (Receptor del Factor de
Crecimiento de Fibroblastos 3), OPN (Osteopontina), BMP-2 (Proteina Morfogenética del Hueso 2) y RASF-PLA
(Fosfolipasa A2, Grupo IIA).

2. El método de la reivindicacion 1, en el que la poblacién celular se pone en contacto con un compuesto o una
condicion.

3. El método de acuerdo con la reivindicacion 2, en el que dicho compuesto se selecciona del grupo que consiste en
factores del crecimiento, mitégenos, aditivos y moléculas quimicas pequefas, o en el que dicha condicién se
selecciona del grupo que consiste en un medio de cultivo especifico, temperatura de cultivo, tiempo de cultivo,
densidad de cultivo y la combinacién de una poblacién celular de la reivindicacion 1 con otro tipo celular.

4. El método de las reivindicaciones 2 o 3, que comprende las etapas de:

- poner en contacto la poblacion de células con dicho compuesto o condicion, y

- determinar el nivel de expresion por dicha poblaciéon de células de un conjunto de al menos tres genes
marcadores que comprenden FRZB, ALK1 y uno o mas genes marcadores seleccionados del grupo que
consiste en PEDF, COL 11, COL2, FGFR3, OPN, BMP-2 y RASF-PLA.

5. El método de la reivindicacion 4, que comprende ademas las etapas de:

- antes de dicha etapa de contacto, determinar el nivel de expresion por dicha poblacién de células de dicho
conjunto de al menos tres genes marcadores, y

- después de dicha etapa de contacto, determinar si el compuesto o la condicién es capaz de afectar a la
expresion de uno o mas de dicho conjunto de al menos tres genes marcadores.

6. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que el conjunto de al menos tres marcadores es
un conjunto de al menos 4, 5 o 6 genes marcadores que comprenden FRZB, ALK1 y que comprenden
respectivamente 2, 3 y 4 genes marcadores seleccionados del grupo que consiste en PEDF, COL 11, COL2 y
FGFRS3.

7. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en el que el conjunto de al menos tres genes
marcadores es un conjunto de al menos seis genes marcadores que comprenden FRZB, ALK1, PEDF, COL 11,
COL2 y FGFRS.

8. El método de acuerdo con la reivindicacion 4 o 5, que comprende ademas determinar, basandose en el efecto de
la presencia del compuesto en la expresiéon del conjunto de al menos tres genes marcadores, la capacidad del
compuesto para afectar a la capacidad de la poblacién celular para producir in vivo cartilago hialino estable.

9. El método de acuerdo con la reivindicacion 8, en el que un compuesto capaz de aumentar la expresién de uno o
mas genes marcadores positivos seleccionados del grupo que consiste en FRZB, COL 11, COL2, FGFR3, OPN,
BMP-2 y RASF-PLA se identifica como que afecta positivamente a la formacién de cartilago y compuestos capaces
de aumentar la expresiéon de PEDF y/o ALK-1 se identifican como que afectan negativamente a la formacion de
cartilago.

10. El método de acuerdo con la reivindicacion 9, en el que la capacidad de un compuesto o condicion para afectar a
la formacién de cartilago se determina basandose en el efecto acumulado del compuesto o de la condicién en la
expresion de los genes marcadores positivos seleccionados del grupo que consiste en FRZB, COL 11, COL2,
FGFR3, OPN, BMP-2, RASF-PLA y los genes marcadores negativos PEDF y/o ALK- 1.

11. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, en el que la poblacion de células se
obtiene de una articulacion.

12. Uso de un conjunto de marcadores para identificar un compuesto que es capaz de afectar a la capacidad de las
células para producir in vitro formacion de cartilago, caracterizado porque el conjunto de marcadores comprende
un conjunto de al menos tres genes marcadores que comprenden FRZB, ALK1 y uno o mas marcadores
seleccionados del grupo que consiste en PEDF, COL 11, COL2, FGFR3, OPN, BMP-2 y RASF-PLA.

13. El uso de acuerdo con la reivindicaciéon 12, en el que el conjunto de marcadores comprende al menos seis
marcadores que comprenden FRZB, ALK 1, PEDF, COL 11, COL2 y FGFRS.
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14. Un kit que comprende sondas para detectar la expresion de un conjunto de genes en células formadoras de
cartilago en el que el conjunto de genes consiste en FRZB, ALK1, PEDF, COL 11, COL2 y FGFR3.

15. El kit de acuerdo con la reivindicacion 14, en el que las sondas para deteccion de al menos uno de los genes
marcadores se selecciona del grupo que consiste en oligonucledtidos que hibridan con ARNm, conjuntos de
cebadores de PCR y anticuerpos.

16. Un dispositivo para detectar la expresidon de un conjunto de genes en células formadoras de cartilago,
comprendiendo dicho dispositivo lo siguiente:

- una unidad para detectar la expresion de los genes marcadores,

- y sondas para un conjunto de genes marcadores que consisten en FRZB, ALK1, PEDF, COL 11, COL2 y
FGFR3.
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