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DESCRIPCION
Marcadores genéticos para predecir la capacidad de respuesta a un compuesto de FGF-18
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere, generalmente, a marcadores farmacogenéticos, mas especificamente a
marcadores genéticos asociados con la respuesta clinica a un compuesto de FGF-18 durante el tratamiento de un
trastorno del cartilago. La presente invencion se refiere mas en particular a genes humanos, que se pueden usar
para el diagndstico y el tratamiento de trastornos del cartilago.

La invencioén divulga ademas polimorfismos o alelos especificos del gen IL1RN que se relacionan con la respuesta
del cartilago al tratamiento con un compuesto de FGF-18, asi como a las herramientas diagndsticas basadas en
estas alteraciones de susceptibilidad. Por lo tanto, la invencién se puede usar para predecir la respuesta al
tratamiento con un compuesto de FGF-18. Se puede usar para seleccionar/identificar a los pacientes a tratar
mediante la administracion intra-articular de un compuesto de FGF-18. El uso de estos marcadores en el diagndstico
pueden dar como resultado un mayor beneficio y un menor riesgo para los pacientes.

Antecedentes de la invencion

Los trastornos del cartilago se refieren en general a las enfermedades caracterizadas por la generacién de defectos
metabodlicos en los tejidos conectivos los cuales se manifiestan con dolor, rigidez y limitacion del movimiento de las
partes del cuerpo afectadas. Estos trastornos pueden deberse a una patologia o pueden ser el resultado de un
trauma o lesion. Entre otros, los trastornos del cartilago incluyen la osteoartritis (OA, de sus siglas en inglés), lesion
del cartilago (incluidas las lesiones deportivas del cartilago y de la articulacion, y lesiones quirurgicas, tales como las
microfracturas). El cartilago maduro tiene limitada notablemente la capacidad para auto-repararse, ya que los
condrocitos maduros tienen un potencial bajo para la proliferacion y debido a la ausencia de vasos sanguineos.
Ademas, el cartilago no se nutre bien y tiene una baja presién de oxigeno. El reemplazamiento del cartilago dafado,
en particular del cartilago articular, causado bien por una lesiéon o una enfermedad es un gran desafio para los
médicos, y se considera que los procedimientos de los tratamientos quirirgicos disponibles son impredecibles, y
so6lo son eficaces durante un tiempo limitado. Por lo tanto, la mayoria de los pacientes jovenes o bien no solicitan
tratamiento o bien se les aconseja posponer el tratamiento tanto como les sea posible. Cuando se requiere
tratamiento, el procedimiento estandar depende de la edad y varia entre el reemplazamiento total de la articulacion,
el trasplante de las partes del cartilago, o la técnica de estimulacion de la médula (tal como la microfractura). La
microfractura es un procedimiento comun que implica la penetraciéon del hueso subcondral para estimular la
deposicion del cartilago mediante las células madre derivadas de la médula 6sea. Sin embargo, se ha demostrado
que esta técnica no repara el defecto condral de manera suficiente, y que el nuevo cartilago formado es
principalmente fibrocartilago, dando como resultado una funcion y biomecanica, inadecuada o alterada. De hecho, el
fibrocartilago no tiene la misma durabilidad y no se adhiere correctamente al cartilago hialino circundante. Por esta
razon, el fibrocartilago recién sintetizado puede descomponerse mas facilmente (periodo de tiempo esperado: 5-10
afios). Para pacientes con osteoartritis, el tratamiento no quirirgico consiste especialmente en una terapia fisica,
modificacion del estilo de vida (por ejemplo reduciendo la actividad), dispositivos de apoyo, y farmacos de
administracion oral e inyectable (por ejemplo, farmacos anti-inflamatorios no esteroideos) y control médico. Una vez
que estos tratamientos fallen, la principal opcion para los pacientes es la cirugia, tal como el reemplazo de la
articulacion. Tal opcion puede producir una reduccion de los sintomas que generalmente es soélo transitoria. Las
osteotomias de tibia o fémur (cortar el hueso para reequilibrar el desgaste articular) puede reducir los sintomas,
ayudar a mantener un estilo de vida activo, y retrasar la necesidad de un reemplazo total de la articulacion. El
reemplazo total de la articulacion puede proporcionar alivio de los sintomas en la osteoartritis avanzada, pero
generalmente requiere un cambio en el estilo de vida y/o en el nivel de actividad del paciente.

En ese momento, los tratamientos farmacoldgicos del mercado se dirigian principalmente al alivio del dolor. Atn no
hay tratamientos comercialmente disponibles que restauren las lesiones del cartilago (véase Lotz, 2010).

El Factor 18 de Crecimiento del Fibroblasto (FGF-18) es un miembro de la familia de las proteinas FGF,
estrechamente relacionado con el FGF-8 y el FGF-17. Se ha demostrado que el FGF-18 es un agente proliferativo
para los condrocitos y los osteoblastos (Ellsworth et al., 2002; Shimoaka et al., 2002). El FGF-18 se ha propuesto
para el tratamiento del trastorno del cartilago, tal como la osteoartritis y la lesion del cartilago, bien en solitario
(W02008/023063) o en combinacion con acido hialurénico (W02004/032849).

La esprifermina (también conocida como factor 18 recombinante de crecimiento de fibroblastos humanos, rhFGF18),
que es una forma truncada del FGF-18 humano, se esta investigando en ensayos clinicos para el tratamiento tanto
de la osteoartritis como de la lesion del cartilago (para mas detalles véase por ejemplo NCT01033994,
NCT00911469 y NCT01066871). El régimen de dosificacion actual para esprifermina es de una vez a la semana
durante 3 semanas (un ciclo de tratamiento), teniendo que administrar el farmaco mediante inyecciones por via intra-
articular. Este ciclo de tratamiento se puede repetir. Este régimen de dosificacion se ha descrito en WO2008023063.

En ese momento, los tratamientos de la OA y de las lesiones del cartilago con FGF-18, durante los ensayos clinicos,
se proporcionan a los pacientes sin informacién predictiva de la respuesta, es decir, sin conocer si el tratamiento
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seria altamente eficaz, moderadamente eficaz o mostraria ser poco o nada eficaz. En la actualidad, una gran
poblacién de pacientes tratados muestra una respuesta intermedia/alta al tratamiento segun con las puntuaciones de
WOMAC con spifermin después de al menos un ciclo de tratamiento, sin embargo, algunos o bien no responden a
dicho tratamiento, o bien responden mientras que presenten una puntuacién WOMAC elevada en comparaciéon con
el control.

Aqui describimos los primeros marcadores genéticos que se asocian con la calidad de la respuesta clinica para el
tratamiento del trastorno del cartilago, tal como la OA, la lesién del cartilago o microfracturas, con FGF-18. Tales
marcadores son Utiles para identificar antes del tratamiento, a través del cribado genético, los subgrupos de
pacientes que son mas propensos a mostrar una respuesta particular para el tratamiento con FGF-18, tal como una
respuesta clinica muy buena para el tratamiento con FGF-18, o por el contrario a aquellos para los que la terapia
puede fallar. El conocer el tipo de respuesta clinica de un paciente a un tratamiento se puede usar para optimizar la
terapia o para seleccionar la terapia, tal como seleccionar el tratamiento con FGF-18 como la primera linea
terapéutica o adaptar el régimen de dosificacion. Tal informacion sera clinicamente util para el control médico del
trastorno del cartilago en los pacientes, tal como la OA/lesion del cartilago. Por ejemplo, si se sabe que un individuo
con OA o lesion del cartilago tiene un riesgo elevado de no responder al tratamiento de FGF-18, el médico puede
excluir a dicho paciente del tratamiento con FGF-18. Ademas, tal informacion predictiva puede ser también (til
clinicamente para guiar las decisiones del régimen de dosificacion.

Compendio de la invencion

La presente invencion se dirige a un método para predecir la sensibilidad a un tratamiento con un compuesto de
FGF-18 en un sujeto que tiene un trastorno del cartilago, comprendiendo el método las etapas de:

a. Determinar, a partir de una muestra de acido nucleico, el genotipo de ambos locus de IL-1RN rs9005 y de
IL-1RN rs315952;

b. Predecir a partir del resultado de la etapa a, la sensibilidad alta, intermedia, baja o inexistente de dicho
sujeto al tratamiento con FGF-18.

Segun dicho método, la presencia del genotipo G/C en IL-1RN rs9005 y de T/T en IL-1RN rs315952 es predictivo de
una ausencia de respuesta o de una respuesta baja (es decir, sin sensibilidad) al tratamiento con un compuesto de
FGF-18. Por el contrario, la presencia del genotipo A/G o A/A en IL-1RN rs9005 y de T/C o C/C en IL-1RN rs315952
es predictivo de una respuesta alta (alta sensibilidad) al tratamiento con un compuesto de FGF-18. Los demas
genotipos en este locus son predictivos de sensibilidad intermedia (es decir, G/C en IL-1RN rs9005 y de T/C o C/C
en IL-1RN rs315952 o A/G o A/A en IL-1RN rs9005 y T/T en IL-1RN rs315952; o C/C en el complemento de IL-1RN
rs9005 y de A/G o G/G en el complemento de IL-1RN rs315952 o T/C o T/T en el complemento de IL-1RN rs9005 y
A/A en el complemento de IL-1RN rs315952).

También se describe en la presente memoria, un método para seleccionar los pacientes que tienen un trastorno del
cartilago para su inclusion o exclusién al tratamiento, o a ensayos clinicos, con un compuesto de FGF-18, en base
de su posible sensibilidad a dicho tratamiento, que comprende determinar, a partir de una muestra de acido nucleico,
el genotipo de ambos locus en IL-1RN rs9005 y IL-1RN rs315952, en donde el genotipo del paciente con respecto a
dicho locus es predictivo del riesgo del paciente de ser sensible o no sensible a dicho tratamiento, y seleccionar los
pacientes sensibles de ser adecuados para dicho tratamiento. En particular, los pacientes que tienen el genotipo
G/G en IL-1RN rs9005 y T/T en IL-1RN rs315952 se clasificaran como no sensibles. Como tal, estos sujetos se
podran excluir del tratamiento con un compuesto de FGF-18, o de los ensayos clinicos. De lo que se deduce que los
sujetos que tienen cualquier otro genotipo distinto en estos locus (es decir, G/G en IL-1RN rs9005 y T/C o C/C en IL-
1RN rs315952 0 A/G o A/A en IL-1RN rs9005 y T/T, T/C o C/C en IL-1RN rs315952) se clasificaran como sensibles,
comprendiendo tanto a los sujetos de sensibilidades intermedias como los sujetos sUper sensibles (o de
sensibilidades altas), y por tanto, se podrian incluir en el tratamiento (o adecuar para) o en los ensayos clinicos, con
el compuesto de FGF-18.

La presente invencion proporciona ademas un método para seleccionar pacientes que tienen un trastorno del
cartilago para un régimen terapéutico alternativo con un compuesto de FGF-18, basado en su probabilidad para ser
super-sensibles para el tratamiento con el compuesto de FGF-18, que comprende determinar, a partir de una
muestra de acido nucleico, el genotipo de ambos locus de IL-1RN rs9005 y IL-1RN rs315952, en donde el genotipo
del paciente con respecto a dicho locus es predictivo del riesgo del paciente de ser super-sensible a un tratamiento
con dicho compuesto de FGF-18, y de seleccionar dicho paciente para un régimen terapéutico alternativo que seria
adecuado para dicho paciente. Preferiblemente, en tal régimen terapéutico alternativo, la dosis total del compuesto
de FGF-18 que se administra se podria reducir en comparacion con la dosis del compuesto de FGF-18 a administrar
a un paciente que no presenta riesgo de ser super-sensible al tratamiento del compuesto de FGF-18. En particular,
los pacientes que tienen el genotipo A/G o A/A en el IL-1RN rs9005 junto con T/C o C/C en IL-1RN rs315952, siendo
clasificado como super-sensibles, se seleccionan para un régimen de tratamiento alternativo en los que se reduce la
dosis de FGF-18 a administrar.

Se proporciona también un método para seleccionar pacientes que tienen un trastorno del cartilago para un régimen
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terapéutico alternativo con un compuesto de FGF-18, en base a su posibilidad de sufrir efectos AIR cuando se tratan
con un compuesto de FGF-18, que comprende determinar, a partir de una muestra de acido nucleico, el genotipo de
ambos locus IL-1RN rs9005 y IL-1RN rs315952, en donde el genotipo del paciente con respecto a dicho locus es
predictivo del riesgo del paciente para desarrollar efectos AIR en respuesta al tratamiento con dicho compuesto de
FGF-18, y seleccionando dicho paciente para un régimen terapéutico alternativo que sera adecuado para dicho
paciente. Preferiblemente, en tal régimen terapéutico alternativo, la dosis total del compuesto FGF-18 que se
administra se podria reducir en comparacion con la dosis del compuesto FGF-18 que se administra a un paciente
que no presenta un riesgo para desarrollar efectos AIR. En particular, los pacientes que tienen el genotipo A/G o A/A
en IL-1RN rs9005 junto con T/C o C/C en IL-1RN rs315952, se clasifican como en riesgo de desarrollar efectos AIR,
se seleccionan para un régimen terapéutico alternativo en el que se reduce la dosis de FGF-18 a administrar.

En un aspecto de referencia, la presente divulgacion se refiere a un compuesto de FGF-18 para usar en el
tratamiento de un paciente que tiene un trastorno del cartilago, caracterizado en que el paciente tiene alguna
combinacioén del genotipo o genotipos que se seleccionan del grupo que consiste en: 1) G/G en IL-1RN rs9005 y T/C
o0 C/C en IL-1RN rs315952, y 2) A/G o A/A en IL-1RN rs9005 y T/T, T/C o C/C en IL-1RN rs315952. El paciente se
deberia clasificar como super-sensible, es decir, un sujeto que tiene los genotipos A/G o A/A en IL-1RN rs9005 junto
con T/C o C/C en IL-1RN rs315952, se deberia tratar a dicho paciente con un compuesto de FGF-18 de dosis
reducida, en comparacion con un sujeto que tiene una de las otras dos combinaciones de genotipos.

En realizaciones particulares de la presente invencion en su conjunto, es decir, en cualquiera de los métodos o usos
mencionados en la presente memoria, el compuesto de FGF-18 que se usa como tratamiento es esprifermina, y el
paciente tiene un trastorno del cartilago que se selecciona del grupo que consiste en osteoartritis, lesion del
cartilago, fracturas que afectan al cartilago de la articulaciéon o procedimientos quirirgicos con impacto sobre el
cartilago de la articulacion (por ejemplo, microfractura).

Se entendera que en cualquiera de los métodos o usos mencionados en la presente memoria, antes de determinar
el genotipo en uno de los locus, es necesario obtener una muestra de acido nucleico (o muestra de ensayo) de dicho
sujeto, por ejemplo a través de la recogida de sangre o saliva. Alternativamente la muestra de ensayo se selecciona
de células bucales, orina o heces. Preferiblemente, la muestra de acido nucleico es una muestra de ADN. Ademas,
se entendera también que cualquiera de los métodos o usos mencionados en la presente memoria se realizan in
vitro, y no en el organismo animal o humano.

Se entendera también que en el contexto de la invencion en su conjunto, la determinacion se puede realizar en la
secuencia complementaria correspondiente a IL-1RN rs90005 y IL-1RN rs315952.

Definiciones

- El término “compuesto de FGF-18" o “FGF-18", como se emplea en la presente memoria, esta destinado a ser una
proteina que mantiene al menos una actividad bioldgica de la proteina FGF-18 humana. El FGF-18 puede ser nativa,
en su forma madura, o una forma truncada de la misma. Las actividades biolégicas de la proteina FGF-18 humana
incluyen especialmente la alta actividad osteoblastica (véase WO98/16644) o en la formacién del cartilago (véase
WO02008/023063). La FGF-18 humana nativa, o de tipo salvaje, es una proteina que se expresa por los condrocitos
del cartilago articular. La FGF-18 humana se designé primero como zFGF-5 y se describe de forma completa en
WO098/16644. SEQ ID NO:1 corresponde a la secuencia de aminoacidos del FGF-18 humano nativo, con un péptido
sefial que consiste en restos aminoacidos 1(Met) a 27(Ala). La forma madura del FGF-18 humano corresponde a la
secuencia de aminoacidos del resto 28(Glu) al resto 207(Ala) de SEQ ID NO:1 (180 aminoacidos). El término
también incluye la proteina de fusion, en donde la proteina FGF-18 se acopla con un proteina heteréloga o un
compuesto quimico.

El FGF-18, en la presente invencion, se puede producir mediante métodos recombinantes, tal como los ensefiados
en la solicitud W02006/063362. Dependiendo de los sistemas y las condiciones de expresion, el FGF-18 en la
presente invencion se expresa en una célula hospedadora recombinante con un resto inicial de Metionina (Met) o
con una secuencia sefal para la secrecién. Cuando se expresa en hospedadoras procariotas, tales como en E. coli,
el FGF-18 contiene un resto adicional de Metionina en el N-terminal de su secuencia. Por ejemplo, la secuencia de
aminoacidos del FGF-18 humano, cuando se expresa en E. coli, comienza con un resto de Metionina en el N-
terminal (posicion 1) seguido del resto 28 (Glu) al resto 207 (Ala) de SEQ ID NO:1.

- El término “forma truncada” de FGF-18, como se emplea en la presente memoria, se refiere a una proteina que
comprende o consiste en los restos 28 (Glu) al 196 (Lys) de SEQ ID NO:1. Preferiblemente, la forma truncada de la
proteina FGF-18 es el polipéptido designado “trFGF-18” (170 aminoacidos), que comienza con un resto de Metionina
(en el N-terminal) seguido de los restos aminoacidos 28 (Glu) -196 (Lys) del FGF-18 humano de tipo salvaje. La
secuencia de aminoacidos de trFGF-18 se muestra en SEQ ID NO:2 (restos aminoacidos 2 a 170 de SEQ ID NO:2
correspondientes a los restos aminoacidos 28 a 196 de SEQ ID NO:1). La trFGF-18 es una forma truncada
recombinante del FGF-18 humano, producida en E. coli (véase W02006/063362). La Denominacién Comun
Internacional (DCI) para esta forma particular del FGF-18 es esprifermina. La esprifermina ha demostrado exhibir
actividades similares al FGF-18 humano maduro, por ejemplo aumenta la proliferacién de condrocitos y la
deposicion del cartilago conduciendo a la reparacion y la reconstruccion para una variedad de tejidos cartilaginosos
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(véase WO2008/023063).

- “Trastorno del cartilago”, como se emplea en la presente memoria, abarca a todos los trastornos que son
consecuencia de dafios debido a una lesion, tal como una lesion traumatica, condropatia o artritis. Ejemplos de
trastornos del cartilago que se pueden tratar mediante la administracion de la formulacién de FGF-18 descrita en la
presente memoria incluyen pero no se restringe a la artritis, tal como la osteoartritis, lesién del cartilago, fracturas
que afectan al cartilago de la articulacion o procedimientos quirirgicos con un impacto en el cartilago de la
articulacion (por ejemplo, microfractura). Las enfermedades/trastornos degenerativos del cartilago o de la
articulacion, tal como la condrocalcinosis, policondritis, policondritis recurrente, espondilitis anquilosante o
costocondritis también se engloban en estos términos. La Sociedad Internacional de Reparacion del Cartilago ha
propuesto un sistema de clasificacion artroscopico para evaluar la gravedad del defecto del cartilago: grado O:
(normal) cartilago sano, grado 1: el cartilago tiene un punto o unas vesiculas blandas, grado 2: pequefos desgarros
visibles en el cartilago, grado 3: las lesiones tienen grietas profundas (mas del 50% de la capa del cartilago) y grado
4: el desgarro del cartilago expone el hueso subyacente (subcondral) (véase por ejemplo la pagina 13 de
http://www.cartilage.org/_files/contentmanagement/ICRS_evaluation.pdf).

- El término “Osteoartritis” se emplea para referirse a la forma mas comun de la artritis. El término “osteoartritis”
engloba tanto a la osteoartritis primaria como a la osteoartritis secundaria (véase, por ejemplo, The Merck Manual,
172 edicién, pagina 449). La forma mas comun de clasificar/valorar la osteoartritis es el uso de la escala de
clasificacion radiografica de Kellgren-Lawrence (véase la tabla de abajo). La osteoartritis se puede causar por la
ruptura del cartilago. Se pueden romper fragmentos del cartilago y causar dolor e inflamacioén en la articulacién entre
los huesos. Con el tiempo, el cartilago entero se puede desgastar, y los huesos rozaran entre si. La osteoartritis
puede afectar a cualquier articulacion pero normalmente afecta a las articulaciones de las manos, y las que soportan
el peso, tales como las caderas, rodillas, pies, y columna vertebral. En un ejemplo preferido, la osteoartritis puede
ser osteoartritis de rodilla u osteoartritis de cadera. La osteoartritis es uno de los trastornos del cartilago preferidos
que se pueden tratar mediante la administracion de los compuestos de FGF-18 segun la presente invencion.

La Escala de Clasificacion Radiografica de Kellgren-Lawrence de la Osteoartritis se describe como sigue:

Grado de la Osteoartritis Descripcion
0-Ninguno No hay sefiales radiograficas de osteoartritis
1-Dudoso Estrechamiento dudoso del espacio articular y posible

osteofitosis

2-Leve Osteofitosis  definida, estrechamiento del espacio
articular indudable

3-Moderado Osteofitosis multiple moderada, estrechamiento definido
de los espacios articulares, algo de esclerosis y posible
deformidad del contorno del hueso

4-Grave Gran osteofitosis, estrechamiento marcado del espacio
articular, esclerosis grave y evidente deformidad del
contorno del hueso

- El término “lesién del cartilago” como se emplea en la presente memoria es un trastorno del cartilago o dafio del
cartilago resultante especialmente a partir de un trauma. Las lesiones del cartilago pueden aparecer especialmente
después de una destruccion mecanica traumatica, especialmente posterior a un accidente o cirugia (por ejemplo
cirugia por microfractura). Este término “lesion del cartilago” incluye también a la fractura condral u osteocondral,
lesion del menisco, y el término microfractura. También se considera que esta dentro de esta definicion la lesion
relacionada con el deporte o el desgaste de los tejidos de la articulacion relacionado con el deporte.

- El término AIR (reaccion inflamatoria aguda) como se emplea en la presente memoria se define como sigue.
Dentro del periodo del dia 1 a 7, preferiblemente dentro del periodo de 3 dias, tras la inyeccion intra-articular del
compuesto FGF-18 en la diana de ambas rodillas, se deben cumplir los siguientes criterios:

- Presentarse inflamacion (efusion del fluido sinovial)
- Aumento del dolor de 30 mm sobre 100 mm en la Escala Analoga Visual (VAS, de sus siglas en inglés)

- Un “alelo” es una forma particular de un gen, un marcador genético u otro locus genético, que es distinguible de
otras formas del gen, marcador genético u otro locus genético; por ejemplo, sin limitacion su secuencia de
nucledtidos particular. El término alelo incluye también por ejemplo sin limitaciéon una forma de un polimorfismo de un
solo nucledtido (SNP, de sus siglas en inglés). Un individuo puede ser homocigoético para un determinado alelo en
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células diploides; es decir, el alelo es idéntico en ambos pares de cromosomas; o heterocigoético para dicho alelo; es
decir, los alelos no son idénticos para ambos pares de cromosomas.

- El término “marcador genético”, “biomarcador’ o “marcador” se refiere a un locus (genético) polimdrfico
identificable. Un ejemplo sin limitacién de un marcador genético es un polimorfismo de un solo nucleétido (SNP).

- Un “polimorfismo de un solo nucledtido (SNP)” es la variacion de una secuencia de ADN que aparece cuando
difiere un solo nucledtido — A (para Adenina), T (para Timina), C (para Citosina), o G (para Guanina)- en el genoma
(u otras secuencias compartidas entre individuos de una especie) difiere entre individuos de una especie (o entre
cromosomas apareados en un individuo). Un SNP frecuentemente va precedido y le sigue, una secuencia muy
conservada en la poblacién de interés y, por tanto, la localizacion de un SNP normalmente se produce en referencia
a una secuencia de acido nucleico de consenso de treinta a sesenta nucleétidos que soportan el locus del marcador
genético, que a veces es referido como una secuencia de contexto para el SNP. Los SNPs que se analizaron por los
presentes investigadores en relacion con el tratamiento del trastorno del cartilago con esprifermina son los
mostrados en la Tabla 1.

- Un “genotipo” como se emplea en la presente memoria, se refiere a la combinacién de ambos alelos de un
marcador genético, por ejemplo, sin limitacion de un SNP, en un solo locus genético en cromosomas apareados
(homdlogos) en un individuo. “Genotipo” como se emplea en la presente memoria se refiere también a la
combinacion de alelos de mas de un locus genético, por ejemplo, sin limitacion de SNPs, en un par o mas de un par
de cromosomas homologos en un individuo.

- El término “Haplotipo” se refiere a variantes o alelos a partir de marcadores distintos (por ejemplo SNPs) que se
localizan en el mismo sitio en el mismo cromosoma. La informacion del genotipo del SNP, medida a partir de una
combinacién de SNP o de ensayos Tagman, esta desfasada (es decir, el cromosoma parental de origen no se
conoce para cada alelo). Los métodos computacionales (Browning y Browning, 2011) usan la informacioén a través
de los individuos para estimar (es decir, deducir) la fase del haplotipo a partir de la informacion del genotipo.

- El término “Genotipado” se refiere a un proceso para determinar un genotipo de un individuo, bien para un unico
SNP o para muchos SNPs.

- “Locus” o “locus genético” se refiere a una localizacion especifica en un cromosoma u otro material genético. Por
ejemplo, IL-1RN rs9005 es un locus y se puede denominar, en el marco de la presente invencion, bien como “IL-1RN
rs9005” o “locus IL-1RN rs9005”. Se aplica lo mismo para IL-1RN rs315952. Como es evidente para el experto en la
técnica, a partir de la base de datos de la NCBI (Centro Nacional para la Informacién Biotecnolégica, de sus siglas
en inglés) para estos SNPs, el genotipo para determinar ambos IL-1RN rs9005 y IL-1RN rs315952, es el que esta en
posicion 27 en cada uno de los estos locus, es decir, en la posicién 27 de SEQ ID NO:6 y en posiciéon 27 de SEQ ID
NO:7.

- El término “SNP1” en el contexto de la presente invencion, es la posicion 27 de SEQ ID NO:6, también identificado
como rs9005 en la base de datos de la NCBI. SEQ ID NO:6 es una parte de la secuencia de acidos nucleicos del
genoma del antagonista del receptor de interleuquina 1 (IL-1RN). Los términos “IL-1RN rs9005”, “rs9005” o “SNP1”
se emplean de forma intercambiable.

- El término “SNP2” se refiere a la posicion 27 de SEQ ID NO:7 identificado como rs315952 en la base de datos de
la NCBI. SEQ ID NO:7 es una parte de la secuencia de acidos nucleicos del genoma de IL-1RN. Los términos “IL-
1RN rs315952”, “rs315952” 0 “SNP2” se emplean de forma intercambiable.

- El término “sonda” o “cebador” se refiere a un oligonucleétido, es decir, a un acido nucleico o a un derivado de
acido nucleico; incluyendo sin limitacion a un acido nucleico bloqueado (LNA, de sus siglas en inglés), acido nucleico
peptidico (PNA) o acido nucleico puenteado (BNA); que normalmente es de entre 5 y 100 bases contiguas en
longitud, y lo mas frecuente entre 5-40, 5-35, 5-30, 5-25, 5-20, 5-15, 5-10, 10-50, 10-40, 10-30, 10-25, 10-20, 15-50,
15-40, 15-30, 15-25, 15-20, 20-50, 20-40, 20-30 6 20-25 bases contiguas en longitud. La secuencia de una sonda/un
cebador se puede disefiar para hibridarse especificamente a una de las formas alélicas de un marcador genético;
tales oligonucledtidos se refieren como sondas alelo-especificas. Si el marcador genético es un SNP, el alelo
complementario para el SNP puede aparecer en cualquier posicion dentro de la sonda alelo-especifica. Otras
sondas/cebadores utiles en la practica de la invencion hibridan especificamente a una region diana adyacente a un
SNP con su extremo 3’ localizado a menos de o aproximadamente igual a 10 nucleétidos a partir del locus del
marcador genético, preferiblemente < 5 nucledtidos. Tales sondas/cebadores que hibridan adyacentes a un SNP son
utiles en los métodos de extension del cebador mediado por polimerasa y son referidos en la presente memoria
como “oligonucledtidos de extension del cebador”. En una realizacion preferida, el extremo 3’ de un oligonucleétido
de extension del cebador es un desoxinucleétido complementario al nucleétido localizado adyacente inmediatamente
al SNP.

- El término “polimorfismo” se refiere a dos o mas formas alternas (alelos) de un locus genético en una poblacion que
difiere en la secuencia de nucleétidos o tienen un numero variable de unidades nucleédtidas repetidas. Los
polimorfismos pueden aparecer en regiones codificantes (exones), en regiones de genes no codificantes o fuera de
los genes (regiones intergénicas). Los distintos alelos de un polimorfismo aparecen normalmente en una poblacion
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en diferentes frecuencias, el alelo que aparece de la forma mas frecuente en una poblacion seleccionada se refiere a
veces como el alelo “principal” o “de tipo salvaje”’. Los organismos diploides pueden ser homocigéticos o
heterocigoticos para los diferentes alelos existentes. Un polimorfismo bialélico tiene dos alelos.

- El término “Epistasia” se emplea generalmente para definir la interaccion entre genes. La epistasia se definid
primero por Bateson (Bateson y Mendel, 1909) para describir un efecto de enmascaramiento a través del cual una
variante o alelo en un locus previene que la variante en otro locus manifieste su efecto.

Sin embargo, la bibliografia cientifica proporciona muchas definiciones diferentes (Phillips, 1998; Cordell, 2002). En
la presente memoria, la epistasia se ensay6 como la interaccién estadistica entre genotipos de dos SNPs distintos.
Esto es similar a la definicion propuesta por Fisher en 1918 (Fisher, 1918), es decir, una desviacion en la adicion del
efecto de alelos en diferentes locus con respecto a su contribucién a un fenotipo.

- Las “puntuaciones totales de WOMAC” o “puntuaciones de WOMAC” (“WOMAC” para “Puntuacion del Indice de
Osteoartritis de las Universidades de Western Ontario y MacMaster”) miden el dolor (puntuacién del dolor WOMAC),
la funcién (puntuacion de la funcion WOMAC) y la rigidez (puntuacion de la rigidez WOMAC). Cuando se aplica al
ensayo del dolor y a la disfuncidon asociada con la lesion del cartilago, consiste en un cuestionario que contiene 24
preguntas divididas en 3 subescalas (5 preguntas para el Dolor, 2 preguntas para la Rigidez, y 17 preguntas para la
Funcion Fisica) (véase Bellamy et al., 1998; Wolfe, 1999). Es un instrumento bien conocido, muy utilizado
especialmente en la valoracion de la gravedad de la OA.

- Para evaluar la reparacion del cartilago, se realizaron mediciones del volumen del cartilago a través de mediciones
de imagen de resonancia magnética (MRI), que incluyen el Volumen total del cartilago (también referido como LFTC
(compartimento femoro-tibial lateral) + MFTC (compartimento femoro-tibial medio)), Volumen lateral del cartilago
(también referido como LFTC), Volumen medio del cartilago (también referido como MFTC), y nuevo engrosamiento
medio total del cartilago.

- El término “de referencia” significa antes del tratamiento (es decir, al comienzo del estudio). Se refiere
especialmente a las variables clinicas, tales como, pero no limitadas a, el volumen del cartilago y la puntuacién total
de WOMAC de un paciente dado en el inicio del estudio (es decir, antes del tratamiento con el compuesto de FGF-
18 o del placebo).

- Los pacientes “sensibles” son los que muestran una respuesta al tratamiento de un trastorno del cartilago con un
compuesto de FGF-18. Preferiblemente, los pacientes sensibles (o pacientes que muestran sensibilidad al
tratamiento) muestran especialmente un mayor incremento en el volumen del cartilago total que los sujetos tratados
con el placebo, es decir, muestran reparacion del cartilago. Ademas, los pacientes sensibles muestran al menos una
mejora similar en las puntuaciones totales de WOMAC que los pacientes con placebo. Los términos “super
sensibles”, “sensibles intermedios” y “no sensibles” se refieren a los diferentes grupos de pacientes dependiendo
especialmente del incremento del volumen del cartilago tras el tratamiento con el compuesto de FGF-18. Los
pacientes super sensibles muestran una mayor respuesta (es decir, reparacion alta del cartilago) al tratamiento con
un compuesto de FGF-18, los pacientes sensibles intermedios muestran una respuesta buena o intermedia (es
decir, reparacion buena o intermedia del cartilago) al tratamiento con un compuesto de FGF-18, y los pacientes no
sensibles muestran una respuesta nula o baja al tratamiento con un compuesto de FGF-18. Tanto los sujetos super-
sensibles como los sensibles tienen una mejora similar en la puntuacion total de WOMAC que las de los sujetos
placebo. En cambio, los sujetos que no responden tienen una mejora significativamente mas pequefa en la
puntuacion total de WOMAC que la de los sujetos placebo. El término “super sensibles” o “muy sensibles” se
emplean de forma intercambiable. Cabe sefialar que los sujetos super sensibles han mostrado presentar mayor
riesgo de efectos AIR.

» oo«

Mas en particular, los términos “sensibles intermedios”, “super sensibles”, y “no sensibles” incluyen, pero no se
limitan a, los diferentes grupos de pacientes dependiendo del aumento del volumen del cartilago y de la mejora en la
puntuacién total de WOMAC, después del tratamiento con el compuesto de FGF-18.

Los criterios propuestos para los pacientes sensibles son los siguientes:
1. Aumento positivo del cartilago (entre +10 y +100mm?®) en comparacion a los sujetos de referencia,

2. Cambio del aumento del cartilago significativamente mayor que el cambio en los sujetos placebo (por
ejemplo, como se evalia con un modelo lineal por ajuste del IMC (Indice de Masa Corporal), grado KL,
sexo y edad, y con alfa = 5%),

3. Mejora de la puntuacion de WOMAC, es decir, disminucion (por ejemplo, mas de 5 puntos de reduccioén) en
comparacion con los sujetos de referencia,

4. El cambio en la puntuacion de WOMAC no es significativamente mayor que el cambio en los sujetos
placebo (por ejemplo, como se evalta con un modelo lineal por ajuste del IMC, grado KL, sexo y edad, y
con alfa = 5%).
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Los criterios propuestos para los SUjetOS super sensibles son los mismos que para los sensibles, pero con un
incremento del cartilago mayor de 100mm? (criterio #1) en comparacion con los sujetos de referencia.

Los sujetos no sensibles se pueden definir como los que no cumplen los criterios #1 o #2 y no cumplen los criterios
#3 0 #4.

Por tanto, los sujetos sensibles intermedios muestran una respuesta buena o intermedia (o una sensibilidad buena o
intermedia) al tratamiento con un compuesto de FGF-18 (veanse los criterios anteriores; segun los ejemplos, cambio
medio: aumento del volumen del cartilago total de +84, 81mm? en comparacion con los sujetos de referencia; cambio
medio: -20 puntos en la puntuacion total de WOMAC, en comparacion con los sujetos de referencia; y sin diferencia
significativa en la puntuacion total de WOMAC en comparacion con los sujetos placebo). Los sujetos super sensibles
muestran una respuesta alta (o una sensibilidad alta) al tratamiento con un compuesto de FGF-18 (veanse los
criterios anteriores; segun los ejemplos, cambio medio: aumento del volumen del cartilago total de +119, 46mm? en
comparacion con los sujetos de referencia, representando un incremento de +40,85% (es decir, beneficio) en
comparacion con los sujetos sensibles; cambio medio: -10 puntos en la puntuacion total de WOMAC, en
comparacion con los sujetos de referencia; y sin diferencia significativa en la puntuacion total de WOMAC en
comparacion con los sujetos placebo). Los sujetos no sensibles muestran una respuesta nula o baja (o una
sensibilidad nula o baja) al tratamiento con un compuesto de FGF-18 (véanse los criterios anteriores; segun los
ejemplos: aumento significativamente mas pequeno en el volumen del cartilago total en comparacion con los sujetos
placebo (diferencia entre las medias: -106,64mm?®); mejora pequefia (cambio medio: -1 punto) en las puntuaciones
totales de WOMAC en comparacion con los sujetos de referencia; y diferencia significativa en la puntuacion total de
WOMAC en comparacion con los sujetos placebo).

- La “respuesta”, o “sensibilidad” a un tratamiento con un compuesto de FGF-18 se entiende como 1 afio después de
la primera inyeccion y medido como 1) incremento del volumen del cartilago, medido, por ejemplo, mediante MRI o
Rayos X, 2) descenso en las puntuaciones totales de WOMAC, y 3) los cambios en las puntuaciones totales de
WOMAC no son significativamente mayores que los de los sujetos placebo (referidos también a la definicién de
“sensible”).

- Un “biomarcador prondéstico” informa acerca de la condicién del sujeto, incluyendo y no limitado a la evaluacion de
la enfermedad, gravedad de la enfermedad o efectos de la enfermedad, con independencia a cualquier terapia. Un
“biomarcador predictivo” informa acerca del efecto de recibir una terapia, que incluye pero no se limita a los
resultados de eficacia y seguridad. Las definiciones de prondstico y predictivo no se excluyen mutuamente, por
tanto, un biomarcador puede ser tanto prondéstico como predictivo.

- Como se emplea en la presente invencion, el término “MAD” significa Dosis Multiples Ascendentes. Cuando esta
sigla es seguida por una figura, la figura corresponde a la dosis a la que el compuesto de FGF-18 se ha inyectado
durante el tratamiento. Por ejemplo, MAD 100 se refiere a un tratamiento durante el cual un paciente recibe
mediante inyeccion 100 mg del compuesto de FGF-18. La abreviatura “PL” (y “MADPL”) se refieren al placebo.

- El término “dispositivo de almacenamiento”, como se emplea en la presente memoria, se destina a incluir a
cualquier aparato de calculo o procesamiento u otro dispositivo configurado o adaptado para almacenar datos o
informacion. Ejemplos de aparatos electronicos adecuados para usar con la presente invencion incluyen aparatos
informaticos independientes, redes de telecomunicaciones de datos, incluyendo redes de area local (LAN), redes de
area ancha (WAN), Internet, Intranet, y Extranet, y sistemas distribuidos de procesamiento informatico. Los
dispositivos de almacenamiento incluyen también, pero no se limitan a: medios de almacenamiento magnéticos,
tales como discos flexibles, medios de almacenamiento de disco duro, cinta magnética, medios de almacenamiento
optico, tales como el CD-ROM, DVD, medios de almacenamiento electrénico, tales como RAM, ROM, EPROM,
EEPROM vy similares, discos duros en general e hibridos de estas categorias, tales como medios de
almacenamiento magnético/dptico.

- Como se emplea en la presente memoria, el término “almacenado” se refiere a un proceso para codificar
informacién en el dispositivo de almacenamiento. Los expertos en la técnica pueden adoptar facilmente cualquiera
de los métodos conocidos para registrar informacién en un medio conocido para producir productos manufacturados
que comprenden la informacién a un nivel de expresion.

Descripcion detallada de la invencién

Existe una necesidad para predecir la eficacia clinica (especialmente con respecto a la reparacion del cartilago) de
un compuesto de FGF-18 para el tratamiento de pacientes que tienen un trastorno del cartilago, tal como
osteoartritis, lesion del cartilago, fracturas que afectan al cartilago de la articulacion o procedimientos quirdrgicos con
impacto sobre el cartilago de la articulacion (por ejemplo, microfractura). Para optimizar el tratamiento de dichos
pacientes, es importante identificar biomarcadores que se puedan usar para predecir la respuesta de un paciente
dado al tratamiento con un compuesto de FGF-18, especialmente con respecto a la reparacion del cartilago. Tales
biomarcadores predictivos se pueden usar para identificar a los grupos de mayor riesgo de ser no sensibles o, por el
contrario, de ser super sensibles al tratamiento. Por ejemplo, si un paciente que tiene osteoartritis se conoce por
tener un alto riesgo de no responder (o de ser no sensible) al tratamiento, el médico puede decidir no proponer un



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2660 818 T3

compuesto de FGF-18, tal como esprifermina, a dicho paciente. Por el contrario, si un paciente que tiene osteoartritis
se conoce que tiene un alto riesgo de ser super sensible al tratamiento, el médico puede decidir adaptar el régimen
de dosificacién, para administrar la dosis menor del compuesto de FGF-18 a dicho paciente. Tal informacion
predictiva puede ser util clinicamente para guiar las decisiones médicas, especialmente en el momento en el que se
necesita reemplazamiento articular quirdrgico.

El sorprendente descubrimiento de la presente invencion se basa en el estudio dirigido a identificar biomarcadores
potenciales asociados con la administracion de esprifermina. Los biomarcadores empleados en este estudio se
componian de ambos marcadores genéticos de los candidatos (véase la Tabla 1) y menos de 1 millén de SNPs que
cubren el genoma humano con un marcador medio de 680 bases de espacio. Se ensayo la asociacion entre los
marcadores genéticos y las respuestas clinicas variables. La razén de este tipo de analisis era identificar
biomarcadores que pudieran ser predictivos del resultado clinico (especialmente con respecto a la reparacion del
cartilago), para un paciente a tratar con un compuesto de FGF-18, tal como esprifermina. Estos SNPs se podrian
utilizar para separar poblaciones de pacientes y dirigirse a las poblaciones especificas. Los investigadores han
descubierto sorprendentemente una asociacion con determinados biomarcadores (0 SNPs) y el resultado (por
ejemplo, reparacion del cartilago), asi como los efectos adversos de la terapia con FGF-18. Son de especial interés
los SNPs rs9005 y rs315952, ambos localizados en el gen IL-1RN (véase la Figura 1).

Estos biomarcadores se han descrito en la bibliografia, siendo posible relacionarlos a enfermedad grave y
progresion en pacientes con OA (véase por ejemplo W02009/135218, US20120115137 o Attur et al., 2010),
utilizando un haplotipo (denominado haplotipo C-T-A) que incluye rs419598 (C), rs315952 (T) y rs9005 (A) (véase,
por ejemplo, WO2009/135218 o Attur et al., 2010) o utilizando el haplotipo que incluye rs419598 (T), rs315952 (T) y
rs9005 (G) (véase, por ejemplo, US20120115137). Curiosamente, aunque dos de estos biomarcadores, es decir,
rs9005 y rs 315952, se correlacionan fuertemente con la respuesta al tratamiento de FGF-18, como se muestra en la
presente invencion, el tercero, es decir, rs419598, no parece estar implicado ademas en el fenotipo observado,
aunque se describe, en la bibliografia, como que esta unido a los otros dos SNPs. De hecho, el denominado
haplotipo C-T-A no permiti6 clasificar a los sujetos por el cambio en el volumen del cartilago total (Figura 2) o por no
cambiar en la puntuacion total de WOMAC (Figura 3). Por tanto, el haplotipo C-T-A no se identific6 como un buen
predictor de la respuesta a la terapia con FGF-18.

Por el contrario, sorprendentemente, los presentes investigadores han encontrado que los alelos A del biomarcador
rs9005, junto con C del biomarcador rs315952 se asocian con una mejor respuesta al tratamiento con un compuesto
de FGF-18, tal como esprifermina, en sujetos afectados con lesion del cartilago (Tabla 4). Estos sujetos se
denominan super sensibles o muy sensibles.

Por el contrario, sorprendentemente, los presentes investigadores han encontrado que el genotipo T/T rs315952
junto con G/G rs9005 se asocia con la ausencia de, o una baja respuesta al tratamiento con un compuesto de FGF-
18 (es decir, sin sensibilidad al tratamiento con un compuesto de FGF-18), tal como esprifermina, en sujetos
afectados con un trastorno del cartilago (Tabla 4). Estos sujetos se denominan no sensibles. Se deduce que los
pacientes que tienen cualquier otro genotipo en ambos locus (es decir, G/G en IL-1RN rs9005 y T/C o C/C en IL-
1RN rs315952 0 A/G o A/A en IL-1RN rs9005 y T/T en IL-1RN rs315952) son sensibles intermedios.

Por otra parte, es un descubrimiento de la presente invencién que el locus polimérfico IL-1RN rs9005 y IL-1RN
rs315952 se pueden usar en combinacién como biomarcadores predictivos de la respuesta de un sujeto al
tratamiento con el compuesto de FGF-18, tal como esprifermina (Tabla 4). Preferiblemente, el sujeto tiene un
trastorno del cartilago, tal como osteoartritis, lesion del cartilago, fracturas que afectan al cartilago de la articulacion
o procedimientos quirtrgicos con impacto sobre el cartilago de la articulacion (por ejemplo, microfractura). En una
realizacién particular, el sujeto se predecira por ser no sensible al tratamiento con el compuesto FGF-18 si tiene el
genotipo G/G IL-1RN rs9005 junto con T/T IL-1RN rs315952. Por el contrario, el sujeto se predecira ser super
sensible (o muy sensible) al tratamiento con el compuesto de FGF-18 si tiene el genotipo A/G o A/A IL-1RN rs90005
junto con T/C o C/C IL-1RN rs315952. En cualquier otro caso, el paciente se predecira ser sensible intermedio al
tratamiento con el compuesto FGF-18 (véase la Tabla 22 para un resumen de los resultados clinicos y de las
opciones terapéuticas potenciales).

La presente invencion se dirige, por otra parte, a un método para predecir la sensibilidad al tratamiento con un
compuesto de FGF-18 en un sujeto que tiene un trastorno del cartilago, comprendiendo el método las etapas de:

a. Determinar el genotipo tanto de IL-1RN rs9005 como de IL-1RN rs315952;

b. Predecir a partir del resultado de la etapa a, la sensibilidad alta, intermedia, baja o nula de dicho sujeto, al
tratamiento con un compuesto de FGF-18.

Antes de determinar el genotipo en un locus, es necesario obtener una muestra de acido nucleico de dicho sujeto,
por ejemplo, mediante recogida de sangre o saliva. Preferiblemente, la muestra de acido nucleico es una muestra de
ADN. Por tanto, la presente invencion se dirige a un método para predecir la sensibilidad al tratamiento con un
compuesto de FGF-18 en un sujeto que tiene un trastorno del cartilago, comprendiendo el método las etapas de:

a. Obtener una muestra de acido nucleico de dicho sujeto;
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b. Determinar, a partir de la muestra de acido nucleico, el genotipo tanto de IL-1RN rs9005 como de IL-1RN
rs315952;
C. Predecir a partir del resultado de la etapa b, la probabilidad de una sensibilidad alta, baja o nula del sujeto,

al tratamiento con un compuesto de FGF-18.

Segun dicho método, la presencia del genotipo G/G en IL-1RN rs9005 y T/T en IL-1RN rs315952 es predictivo de
ausencia de, o baja, respuesta al tratamiento con un compuesto de FGF-18. El paciente, por tanto, se predecira ser
no sensible. Por el contrario, la presencia del genotipo A/G o A/A en IL-1RN rs9005 y T/C o C/C en IL-RN rs315952
es predictivo de alta respuesta al tratamiento con un compuesto de FGF-18. El paciente, por tanto, se predecira ser
super sensible. Se deduce que los sujetos que tienen cualquier otro genotipo en estos locus (es decir, G/G en IL-
1RN rs9005 y T/C o C/C en IL-1RN rs315952 o A/G o A/A en IL-1RN rs9005 y T/T en IL-1RN 315952) se clasificaran
por tener sensibilidad intermedia al tratamiento con un compuesto de FGF-18. De dicha prediccion, el médico puede
seleccionar facilmente soélo a aquellos pacientes que se predicen que son sensibles al tratamiento con un compuesto
de FGF-18, incluyendo tanto a los sujetos sensibles intermedios como a los super sensibles.

La presente divulgacion se refiere también a un ensayo para determinar la sensibilidad al tratamiento con un
compuesto de FGF-18 o para determinar un régimen de tratamiento con un compuesto de FGF-18, comprendiendo
el ensayo: (a) someter una muestra de ensayo de un sujeto humano, diagnosticado por tener un trastorno del
cartilago, a al menos un ensayo de genotipado que determine los genotipos de al menos dos locus, en donde dichos
al menos dos locus son: (i) SNP1 y (i) SNP2, (b) determinar los genotipos de dichos al menos dos locus; (c)
seleccionar un paciente por ser sensible a un tratamiento con un compuesto de FGF-18 cuando se determina por
presentar al menos una de las siguientes combinaciones de SNPs: (i) SNP1 genotipo G/G, o C/C en el complemento
de SEQ ID NO:6; y SNP2 genotipo T/C o CC, o A/G o GG en el complemento de SEQ ID NO:7; o (ii) SNP1 genotipo
A/G o AA, o0 T/C o T/T en el complemento de la SEQ ID NO:6; y SNP2 genotipo T/T, o A/A en el complemento de
SEQ ID NO:7, o (iii) SNP1 genotipo A/G o A/A, o T/C o T/T en el complemento de SEQ ID NO:6 y SNP2 genotipo
T/C o0 C/C, 0 A/G o G/G en el complemento de SEQ ID NO:7 y (d) tratar opcionalmente al paciente seleccionado en
la etapa (c) con un compuesto de FGF-18.

Cuando el ensayo anterior se realiza para determinar un régimen de tratamiento con un compuesto de FGF-18, la
etapa (c) es opcional, mientras que la etapa (d) se realiza, o se realiza preferiblemente.

La presente divulgacion se refiere ademas a un ensayo para determinarla no sensibilidad al tratamiento con un
compuesto de FGF-18, comprendiendo el ensayo: (a) someter una muestra de ensayo de un sujeto humano,
diagnosticado por tener un trastorno del cartilago, a al menos un ensayo de genotipado que determine los genotipos
de al menos dos locus, en donde dichos al menos dos locus son: (i) SNP1 y (i) SNP2, (b) determinar los genotipos
de dichos al menos dos locus; (c) seleccionar un paciente por ser no sensible a un tratamiento con un compuesto de
FGF-18 cuando se determina por presentar al menos una de las siguientes combinaciones de SNPs: SNP1 genotipo
G/G, o C/C en el complemento de SEQ ID NO:6; y SNP2 genotipo T/T o A/A en el complemento de SEQ ID NO:7, y
(d) tratar opcionalmente al paciente seleccionado en la etapa (c) con un compuesto terapéutico diferente a un
compuesto de FGF-18.

Antes de determinar el genotipo en un locus, en los ensayos descritos anteriormente, es necesario obtener una
muestra (o ensayo) de acido nucleico de dicho sujeto, por ejemplo, mediante recogida de sangre o saliva.

La presente solicitud abarca también un método para seleccionar pacientes que tienen un trastorno del cartilago
para su inclusién o exclusion en un tratamiento, o ensayo clinico, con un compuesto de FGF-18, en base a la
probabilidad de su respuesta a dicho tratamiento, comprendiendo:

a. Determinar, a partir de una muestra de acido nucleico, el genotipo de ambos locus IL-1RN rs90005 y IL-
1RN rs315952, en donde el genotipo del paciente con respecto a dicho locus es predictivo acerca del riesgo
de un paciente de ser sensible o no sensible a dicho tratamiento, y

b. Seleccionar los pacientes que son adecuados para dicho tratamiento o ensayo clinico, es decir, seleccionar
los pacientes sensibles que son adecuados para dicho tratamiento o dicho ensayo clinico.

Antes de determinar el genotipo en un locus, es necesario obtener una muestra de acido nucleico de dicho sujeto,
por ejemplo, mediante recogida de sangre o saliva. Preferiblemente, la muestra de acido nucleico es una muestra de
ADN. Por tanto, la presente invencion se dirige a la solicitud presente que abarca un método para seleccionar
pacientes que tienen un trastorno del cartilago para su inclusién o exclusion en un tratamiento, o ensayo clinico, con
un compuesto de FGF-18, en base a la probabilidad de su respuesta a dicho tratamiento o ensayo clinico,
comprendiendo:

a. Obtener una muestra de acido nucleico de dicho sujeto,

b. Determinar, a partir de la muestra de acido nucleico, el genotipo de ambos locus IL-1RN rs9005 y IL-1RN
rs315952, en donde el genotipo del paciente con respecto a dicho locus es predictivo acerca del riesgo de
un paciente de ser sensible o no sensible a dicho tratamiento, y
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C. Seleccionar los pacientes que son adecuados para dicho tratamiento o dicho ensayo clinico, es decir,
seleccionar los pacientes sensibles que son adecuados para dicho tratamiento o dicho ensayo clinico.

Segun dicho método, los pacientes que tienen el genotipo G/G IL-1RN rs9005 y T/T IL-1RN rs315952, que son
predictivos de ser no sensibles, preferiblemente se excluyen del tratamiento con un compuesto de FGF-18, o de un
ensayo clinico relacionado con un compuesto de FGF-18. Los otros pacientes, los sensibles (incluyendo tanto a los
sensibles intermedios como a los super sensibles; es decir, los pacientes que tienen el genotipo G/G en IL-1RN
rs9005 y T/C o C/C en IL-1RN rs315952 o A/G o A/A en IL-1RN rs9005 y T/T, T/C o C/C en IL-1RN rs315952), se
pueden seleccionar, como adecuados para el tratamiento con un compuesto de FGF-18, tal como esprifermina.

Alternativamente, el método para seleccionar a un paciente que tiene un trastorno del cartilago para su inclusiéon o
exclusion en un tratamiento o ensayo clinico con un compuesto de FGF-18 en base a la posibilidad de la sensibilidad
del paciente a dicho compuesto de FGF-18, comprende las etapas de: (a) someter a una muestra de ensayo de un
sujeto humano, que se ha diagnosticado que tiene un trastorno del cartilago, a al menos un ensayo de genotipado
adaptado a determinar los genotipos de al menos dos locus, en donde dichos al menos dos locus son: (i) SNP1
SNP2, en donde SNP2 esta en la posicion 27 de SEQ ID NO:7 identificado por rs315952, en donde SEQ ID NO:7 es
una parte de la secuencia de acidos nucleicos del genoma del antagonista del receptor de interleuquina 1 (IL-1RN);
y (b) detectar a partir de los genotipos de dichos al menos dos locus, la presencia de una combinacién del genotipo
seleccionado de: (i) SNP1 genotipo G/G, o C/C en el complemento de SEQ ID NO:6; y SNP2 genotipo T/C o CC, o
A/G o GC en el complemento de SEQ ID NO:7; o (ii) SNP1 genotipo A/G o AA, o T/C o T/T en el complemento de
SEQ ID NO:6; y SNP2 genotipo T/T, o A/A en el complemento de SEQ ID NO:7; o (iii) SNP1 genotipo G/G, o C/C en
el complemento de SEQ ID NO:6, y SNP2 genotipo T/T, o A/A en el complemento de SEQ ID NO:7; y (c) seleccionar
un paciente para la inclusiéon en un tratamiento o ensayo clinico con un compuesto de FGF-18 cuando se detectan
las condiciones (i) o (ii) en base al reconocimiento de que las combinaciones del genotipo (i) y (ii) se asocian con
una respuesta a dicho compuesto de FGF-18, y excluyendo al paciente del tratamiento o ensayo clinico con un
compuesto de FGF-18 cuando se detecta la condicion (iii) en base al reconocimiento de que la combinacion del
genotipo (iii) se asocia con una respuesta inadecuada al tratamiento con dicho compuesto de FGF-18.

El método para seleccionar un sujeto humano para un ensayo clinico para ensayar un compuesto de FGF-18, puede
comprender alternativamente las etapas de: (a) ensayar una muestra bioldégica a partir de un sujeto humano
diagnosticado con un trastorno del cartilago para al menos los siguientes dos polimorfismos de un solo nucleétido: (i)
SNP1 y (ii) SNP2, (b) determinar los genotipos de los SNPs; (c) seleccionar para el ensayo clinico el sujeto humano
que tiene los siguientes genotipos en dichos SNPs: (i) SNP1 genotipo G/G, o C/C en el complemento de SEQ ID
NO:6; y SNP2 genotipo T/C o CC, o A/G o GG en el complemento de SEQ ID NO:7; o (ii) SNP1 genotipo A/G o AA,
o T/C o T/T en el complemento de SEQ ID NO:6; y SNP2 genotipo T/T, o A/A en el complemento de SEQ ID NO:7; o
(iii) un sujeto humano que no tiene el SNP1 genotipo G/G, o C/C en el complemento de SEQ ID NO:6 y el SNP2
genotipo T/T, o A/A en el complemento de SEQ ID NO:7.

La presente invencion describe también un método para excluir un sujeto humano de un ensayo clinico para ensayar
un compuesto de FGF-18, comprendiendo el método las etapas de: (a) ensayar una muestra bioldégica de un sujeto
humano diagnosticado con un trastorno del cartilago para al menos los dos siguientes polimorfismos de un solo
nucledtido: (i) SNP1 y (ii) SNP2; (b) determinar los genotipos de los SNPs; (c) excluir del ensayo clinico el sujeto
humano que tiene el siguiente genotipo en dichos SNPs: SNP1 genotipo G/G, o C/C en el complemento de SEQ ID
NO:6 y SNP2 genotipo T/T, o A/A en el complemento de SEQ ID NO:7; o excluyendo del ensayo clinico el sujeto
humano que tampoco tenga los siguientes genotipos del SNP: (i) SNP1 genotipo G/G, o C/C en el complemento de
SEQ ID NO:6; y SNP2 genotipo T/C o CC, o A/G o GG en el complemento de SEQ ID NO:7; o (ii)) SNP1 genotipo
A/G o AA, o T/C o T/T en el complemento de SEQ ID NO:6; y SNP2 genotipo T/T, o A/A en el complemento de SEQ
ID NO:7.

Ademas del descubrimiento de que el sujeto se puede clasificar como super sensible, sensible o no, en funcion de
su genotipo, se encontré que sorprendentemente el mismo genotipo también predecia los efectos adversos, tales
como los AIRs. De hecho, otras investigaciones y analisis de los polimorfismos SNP demostraron una relacién entre
los marcadores de rs9005 y rs315952, en combinacion, con efectos adversos clinicos, con datos MRI con respecto
al beneficio estructural y con respecto al beneficio sintomatico, como se determind utilizando el cuestionario
WOMAC. Estos SNPs se pueden emplear no sélo como herramienta predictiva de la respuesta de un paciente a un
tratamiento con un compuesto de FGF-18 a nivel del volumen del cartilago, sino que también se pueden emplear
como una herramienta predictiva de su riesgo a desarrollar efectos adversos, tales como AIRs. Por tanto, el perfil:
“beneficio estructural frente a efectos adversos potenciales” de la terapia con FGF-18 podria ser Util para determinar
una mejor relacion beneficio/riesgo, es decir, mejor resultado con menor riesgo de efectos adversos para los
pacientes.

No cabe duda en base al resultado de que los pacientes que son super sensibles tienen mayores puntuaciones
WOMAC y mayor probabilidad de tener un acontecimiento AIR, especialmente cuando el compuesto de FGF-18 se
usa, por ejemplo, en una dosis de 100 mcg, en comparacion con los pacientes tratados con el placebo. De manera
similar, los pacientes no sensibles tienen también puntuaciones WOMAC altas, a cualquier dosis, en comparacion
con los pacientes tratados con el placebo. Se ha demostrado también que al contrario de los resultados a una dosis
de 100 mcg, los pacientes super sensibles tratados con el compuesto de FGF-18 a una dosis mas baja, por ejemplo
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30 mcg, tienen menores puntuaciones WOMAC (es decir, una mejora WOMAC) y menor probabilidad de tener un
efecto AIR. En vista de estos resultados, puede ser Util seleccionar a los pacientes en base a su probabilidad para
responder/o no responder al tratamiento con el compuesto de FGF-18 en combinacién con su nivel de riesgo para
presentar efectos adversos: los pacientes no sensibles se podrian excluir de un tratamiento que es probable que no
funcione con ellos (véase el método de seleccion anterior), y los pacientes super sensibles se pueden someter a un
régimen de tratamiento alternativo.

La presente invencion se dirige, por tanto, a un método para seleccionar pacientes que tienen un trastorno del
cartilago, para una régimen terapéutico alternativo con un compuesto de FGF-18, en base a su probabilidad de ser
super sensibles al tratamiento con el compuesto de FGF-18, que comprende identificar el acido nucleico del paciente
en ambos locus polimérficos seleccionados del grupo que consiste en IL-1RN rs9005 y IL-1RN rs315952, en donde
el genotipo del paciente con respecto a dicho locus es predictivo acerca del riesgo del sujeto de ser super sensible a
un tratamiento con dicho compuesto de FGF-18, y permite la seleccion de dicho paciente para un régimen
terapéutico alternativo que sera adecuado para dicho paciente, en el que la dosis del compuesto de FGF-18 que se
administra en el régimen terapéutico alternativo se reduce en comparacion con la dosis del compuesto de FGF-18
que se administra al paciente que se predice que es sensible pero no super sensible al tratamiento con dicho
compuesto de FGF-18.

Se describe también en la presente memoria un método para seleccionar un paciente que tiene un trastorno del
cartilago para un régimen de tratamiento modificado con el compuesto de FGF-18, en base a la probabilidad de
dicho paciente de tener efectos de Reaccion Inflamatoria Aguda (AIR) cuando se trata con dicho compuesto,
comprendiendo el método las etapas de (a) detectar a partir de la muestra de acido nucleico obtenida del paciente,
el genotipo de (i) SNP1 y (ii) SNP2; y (b) seleccionar un régimen de tratamiento modificado para un paciente cuando
se detecta una combinacion de SNP1 genotipo A/G o AA, o T/C o T/T en el complemento de SEQ ID NO:6; y SNP2
genotipo T/T, o A/A en el complemento de SEQ ID NO:7.

Por consiguiente, los pacientes que tienen el genotipo A/G o A/A IL-1RN rs9005 y T/C o C/C IL-1RN rs315952, que
se predicen por ser super sensibles, se seleccionan preferiblemente para un régimen terapéutico alternativo en el
que se reduce una de las dosis a administrar del compuesto de FGF-18.

Se describe también en la presente memoria un método para seleccionar pacientes que tienen un trastorno del
cartilago para un régimen terapéutico alternativo con el compuesto de FGF-18, en base a su probabilidad de tener
efectos AIR cuando se trata con un compuesto de FGF-18, comprendiendo determinar, a partir de una muestra de
acido nucleico, el genotipo de ambos locus IL-1RN rs9005 y IL-1RN rs315952, en donde el genotipo del paciente
con respecto a dicho locus es predictivo del riesgo del paciente para desarrollar efectos AIR en respuesta al
tratamiento con dicho compuesto de FGF-18, y permite la seleccion de dicho paciente para un régimen terapéutico
alternativo que sera adecuado para dicho paciente, en el que la dosis del compuesto de FGF-18 que se administra
en el régimen terapéutico alternativo se reduce en comparacion con la dosis del compuesto de FGF-18 que se
administra al paciente que (1) se predice que es sensible y (2) no presenta riesgo a desarrollar efectos AIR.

Por consiguiente, los pacientes que tienen el genotipo A/G o A/A en IL-1RN rs9005 y T/C o C/C en IL-1RN rs315952,
que se predicen por ser super sensibles, se seleccionan preferiblemente para un régimen terapéutico alternativo en
el que se reduce una de las dosis a administrar del compuesto de FGF-18, en comparacién con el régimen
terapéutico normal, es decir, para un paciente que se predice que es sensible para el tratamiento con un compuesto
de FGF-18 pero que no presenta riesgo de desarrollar efectos AIR.

El compuesto de FGF-18 se administra normalmente por via intra-articular a una dosis de 100 mcg por inyeccion,
una vez a la semana durante 3 semanas por ciclo de tratamiento. En vista de los buenos resultados a 30 mcg para
los pacientes super sensibles (véanse los ejemplos), un régimen de dosificacion alternativo propuesto para estos
pacientes que se predicen ser super sensibles, el compuesto de FGF-18se administra por via intra-articular a una
dosis de 30 mcg por inyeccion, una vez a la semana durante 3 semanas por ciclo de tratamiento. Se entiende que
aunque en aquel momento, la dosis preferida era de 100 mcg por inyeccion, se redujo posiblemente a 30 mcg por
inyeccion para sujetos super sensibles, la presente invencion no se limita a dichas dosificaciones. Por otra parte, el
compuesto de FGF-18 se puede administrar por via intra-articular a una dosis comprendida entre 50 y 300 mcg por
inyeccion, preferiblemente entre 60 y 250 mcg, o incluso preferiblemente entre 100 y 200 mcg. Para pacientes super
sensibles, dicha dosis se podria reducir, por ejemplo hasta 1/2 6 1/3.

La presente divulgacion abarca ademas un compuesto de FGF-18 para usar en el tratamiento de un paciente que
tiene un trastorno del cartilago, caracterizado en que el paciente tiene cualquier combinacion del genotipo o
genotipos que se seleccionan del grupo que consiste en: (1) G/G IL-1RN rs9005 y T/C o C/C IL-1RN rs315952, o (2)
A/G IL-1RN rs9005 y T/T, T/C o C/C IL-1RN rs315952. Ademas, un paciente que tiene al menos un alelo A de IL-
1RN rs9005 y al menos un alelo C de T/T IL-1RN rs315952 es apto para el tratamiento con un compuesto de FGF-
18 a una dosis menor. Se deduce que un paciente que no cumple estos criterios (es decir, con genotipo G/G IL-1RN
rs9005 y T/T IL-1RN rs315952) se excluye preferiblemente del tratamiento con el compuesto de FGF-18 (véase la
Tabla 22).

Se divulga también un ensayo para seleccionar un régimen de tratamiento para un sujeto humano con un trastorno
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del cartilago, comprendiendo el ensayo: (a) someter una muestra de ensayo del sujeto humano, que se ha
diagnostica por tener un trastorno del cartilago, a al menos un ensayo de genotipado que determine los genotipos de
al menos dos locus, en donde dichos al menos dos locus son: (i) SNP1 y (ii) SNP2; (b) detectar a partir de los
genotipos de dichos al menos dos locus, la presencia de una combinacion del genotipo seleccionado de: (i) SNP1
genotipo G/G, o C/C en el complemento de SEQ ID NO:6; y SNP2 genotipo T/C o CC, o A/G o G/G en el
complemento de SEQ ID NO:7; o (ii) SNP1 genotipo A/G o AA, o T/C o T/T en el complemento de SEQ ID NO:6; y
SNP2 genotipo T/T, o A/A en el complemento de SEQ ID NO:7; o (iii) SNP1 genotipo G/G, o C/C en el complemento
de SEQ ID NO:6, y SNP2 genotipo T/T, o A/A en el complemento de SEQ ID NO:7; y (c) seleccionar, y
opcionalmente administrar, un régimen de tratamiento que comprende una cantidad eficaz de un compuesto de
FGF-18 cuando se detectan las condiciones (i) o (ii) en base al reconocimiento de que las combinaciones del
genotipo (i) y (ii) se asocian con una respuesta a dicho compuesto, y excluyendo del régimen de tratamiento que
comprende dicho compuesto cuando se detecta la condicion (iii) en base al reconocimiento de que la combinacion
del genotipo (iii) se asocia con una respuesta inadecuada al tratamiento con dicho compuesto.

Se divulga también un método para tratar a un sujeto humano con un trastorno del cartilago, que comprende
administrar una composiciéon que comprende una cantidad eficaz del compuesto de FGF-18 a un sujeto humano, al
que se diagnostica de tener un trastorno del cartilago, y al que ademas se ha determinado que tiene la combinacion
de polimorfismos de un solo nucleétido (SNPs) seleccionada de: SNP1 genotipo G/G, o C/C en el complemento de
SEQ ID NO:6, en donde SNP1 esta en posicion X de SEQ ID NO:6 identificado por rs9007, en donde SEQ ID NO:6
es una parte de la secuencia de acido nucleico gendmico del antagonista del receptor de interleuquina 1 (IL-1RN); y
SNP2 genotipo T/C o CC, o A/G o GG en el complemento de SEQ ID NO:7; o (ii) SNP1 genotipo A/G o AA, T/C o
T/T en el complemento de SEQ ID NO:6; y SNP2 genotipo T/T, o A/A en el complemento de SEQ ID NO:7, en donde
SNP2 esta en posicion X de SEQ ID NO:7 identificado por rs317972, en donde SEQ ID NO:7 es una parte de la
secuencia de acido nucleico genémico del antagonista del receptor de interleuquina 1 (IL-1RN).

Se divulga ademas un método para tratar un sujeto humano con un trastorno del cartilago, que comprende (a)
ensayar una muestra bioldgica de un sujeto, que se diagnostica de tener el trastorno del cartilago para al menos los
siguientes dos locus SNP: (i) SNP1, y (ii) SNP2; y (b) administrar un régimen de tratamiento que comprende una
composicion que comprende una cantidad eficaz de un compuesto de FGF-18 al sujeto si se detecta una de las
siguientes condiciones: (i) SNP1 genotipo G/G, o C/C en el complemento de SEQ ID NO:6; y SNP2 genotipo T/C o
CC, 0 A/G 0 GG en el complemento de SEQ ID NO:7; o (ii) SNP1 genotipo A/G o AA, o T/C o T/T en el complemento
de SEQ ID NO:6; y SNP2 genotipo T/T, o A/A en el complemento de SEQ ID NO:7.

Alternativamente, el método para tratar un sujeto humano con un trastorno del cartilago, comprende las etapas de:
(a) ensayar una muestra bioldgica de un sujeto, que se diagnostica de tener el trastorno del cartilago para al menos
los siguientes dos locus SNP: (i) SNP1, y (i) SNP2; y (b) administrar un régimen de tratamiento que comprende una
composicion que comprende una cantidad eficaz de un compuesto de FGF-18 al sujeto si no se detecta SNP1
genotipo G/G, o C/C en el complemento de SEQ ID NO:6, y SNP2 genotipo T/T o A/A en el complemento de SEQ ID
NO:7.

Se divulga también el método para seleccionar en un sujeto que tiene un trastorno del cartilago, en donde dicho
trastorno del cartilago es susceptible del tratamiento con un compuesto de FGF-18, comprende:

(a) obtener una muestra biolégica a partir del sujeto con un trastorno del cartilago con el objetivo de determinar si el
trastorno del cartilago en el sujeto es susceptible del tratamiento con dicho compuesto de FGF-18;

(b) poner en contacto la muestra biolégica con al menos dos nucledtidos capaces de demostrar si la muestra
biolégica comprende o no la combinacion de polimorfismos de un solo nucleétido (SNPs) seleccionados de (i) SNP1
genotipo G/G, o C/C en el complemento de SEQ ID NO:6, y SNP2 genotipo T/C o CC, o A/IG o GG en el
complemento de SEQ ID NO:7; o (ii) SNP1 genotipo A/G o AA, o T/C o T/T en el complemento de SEQ ID NO:6; y
SNP2 genotipo T/T, o A/A en el complemento de SEQ ID NO:7;

(c) identificar el trastorno del cartilago en el sujeto como susceptible para el tratamiento con dicho compuesto de
FGF-18 cuando en la muestra biolégica se detecta cualquiera de las combinaciones de (i) o (ii) e identificar el
trastorno del cartilago en el sujeto como de pobre respuesta o sin respuesta para el tratamiento con dicho
compuesto cuando en la muestra bioldgica no se detecta ninguna de las combinaciones de (i) o (ii).

En la presente memoria se describe también un método para seleccionar un régimen de tratamiento para un sujeto
con un trastorno de un cartilago, que comprende: (a) obtener una muestra de ensayo del sujeto humano
diagnosticado por tener depresion; (b) someter la muestra de ensayo a al menos un analisis para determinar los
parametros de al menos dos polimorfismos de un solo nucleétido (SNPs), en donde al menos los dos SNPs
comprenden lo siguiente: (i) SNP1, y (i) SNP2, (c) detectar utilizando los SNPs, la presencia de al menos una de las
siguientes condiciones o combinaciones de las mismas: (i) SNP1 genotipo G/G, o C/C en el complemento de SEQ
ID NO:6; y SNP2 genotipo T/C o CC, o A/G o GG en el complemento de SEQ ID NO:7; o (ii) SNP1 genotipo A/G o
AA, o T/C o T/T en el complemento de SEQ ID NO:6; y SNP2 genotipo T/T, o A/A en el complemento de SEQ ID
NO:7; o (iii) SNP1 genotipo G/G, o C/C en el complemento de SEQ ID NO:6 y SNP2 genotipo T/T, o A/A en el
complemento de SEQ ID NO:7; (d) proporcionar un resultado si se detecta al menos una de las condiciones y
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cuando se detecta la condicion (i) o (ii) a partir de la muestra de ensayo, después seleccionar al sujeto humano y
opcionalmente administrar un régimen de tratamiento que comprende un compuesto de FGF-18, y cuando se
detecta la condicion (iii), no seleccionar o administrar al sujeto humano un régimen de tratamiento que comprende
dicho compuesto.

En los métodos y ensayos anteriormente mencionados, los pacientes que tienen el genotipo A/G o A/A en IL-1RN
rs9007 (SNP1) y T/C o C/C en IL-1RN rs317972 (SNP2), que se predicen que son super sensibles, se seleccionan
preferiblemente para un régimen terapéutico alternativo, en el que se reduce una de las dosis a administrar del
compuesto de FGF-18, en comparacion con el régimen terapéutico normal, es decir, para un paciente que se
predice que es sensible para el tratamiento con un compuesto de FGF-18 pero que no presenta riesgo de desarrollar
efectos AIR.

En otras realizaciones de la divulgacion, se proporcionan también sistemas (y datos legibles por ordenador para
sistemas informaticos) para obtener datos. Dichos datos se pueden usar especialmente para valorar de forma
adecuada el tratamiento con un compuesto de FGF-18 en un sujeto, para evaluar el riesgo del sujeto de desarrollar
AIR cuando se trata con un compuesto de FGF-18, o para controlar la eficacia del tratamiento con un compuesto de
FGF-18 en un sujeto. Dichos sistemas se pueden usar durante los ensayos clinicos, cuando se tiene que preveer un
tratamiento con un compuesto de FGF-18 o cuando ya ha comenzado un tratamiento con dicho compuesto.

Por otra parte, en la presente memoria se incluye un sistema informatico para obtener datos a partir de al menos una
muestra de ensayo obtenida a partir de al menos un sujeto con un trastorno del cartilago, comprendiendo el sistema:
(a) al menos un moédulo de determinacion configurado para recibir al menos dicha muestra de ensayo y realizar al
menos un analisis sobre al menos dicha muestra de ensayo para determinar la presencia o ausencia de las
siguientes condiciones: (i) SNP1 genotipo G/G, o C/C en el complemento de SEQ ID NO:6, y SNP2 genotipo T/C o
CC, 0 A/G 0 GG en el complemento de SEQ ID NO:7; o (ii) SNP1 genotipo A/G o AA, o T/C o T/T en el complemento
de SEQ ID NO:6; y SNP2 genotipo T/T, o A/A en el complemento de SEQ ID NO:7; o (iii) SNP1 genotipo G/G, o C/C
en el complemento de SEQ ID NO:6, y SNP2 genotipo T/T, o A/A en el complemento de SEQ ID NO:7; (b) al menos
un dispositivo de almacenamiento configurado para almacenar los datos de salida a partir de dicho moédulo de
determinacion; y (c) al menos un médulo de visualizacion para mostrar un contenido basado en parte de los datos de
salida de dicho médulo de determinacion, en donde el contenido comprende una sefial indicativa de la presencia de
al menos una de estas condiciones, y opcionalmente la ausencia de cualquiera de estas condiciones.

Se divulga también un sistema informatico para obtener datos a partir de al menos una muestra de ensayo obtenida
a partir de al menos un sujeto, comprendiendo el sistema: (a) un médulo de determinacion configurado para recibir al
menos dicha muestra de ensayo y realizar al menos un analisis de genotipado sobre al menos dicha muestra de
ensayo para determinar los genotipos de al menos dos locus, en donde dichos al menos dos locus comprenden: (i)
SNP1, y (ii) SNP2, (b) un dispositivo de almacenamiento configurado para almacenar los datos de salida de dicho
moddulo de determinacion; (c) un médulo informatico que comprende instrucciones programadas especificamente
para determinar a partir de los datos de salida la presencia de cualquiera de las combinaciones de los polimorfismos
seleccionados a partir de los siguientes: (i) SNP1 genotipo G/G, o C/C en el complemento de SEQ ID NO:6; y SNP2
genotipo T/C o CC, o A/G o GG en el complemento de SEQ ID NO:7; o (ii)) SNP1 genotipo A/AGo AA, 0o T/Co T/T en
el complemento de SEQ ID NO:6; y genotipo SNP2 genotipo T/T, o A/A en el complemento de SEQ ID NO:7; o (iii)
SNP1 genotipo G/G, o C/C en el complemento de SEQ ID NO:6, y SNP2 genotipo T/T, o A/A en el complemento de
SEQ ID NO:7; y (d) un moédulo de visualizacion para mostrar un contenido basado en parte de los datos de salida de
dicho médulo informatico, en donde el contenido comprende una sefial indicativa de la presencia de la combinacion
(i), (ii), o (iii) de los SNPs, y opcionalmente la ausencia de una o mas de las combinaciones (i), (ii), y (iii) de los
SNPs.

El medio legible por ordenador puede tener instrucciones legibles informaticas grabadas al respecto para definir los
moddulos del programa informatico para poner en practica un método en el ordenador. En tal caso, dicho medio de
almacenamiento legible por ordenador puede comprender: (a) instrucciones para comparar los datos almacenados
en un dispositivo de almacenamiento con datos de referencia para proporcionar un resultado de comparacioén, en
donde la comparacion identifica la presencia o ausencia de al menos una de las siguientes condiciones: (i) SNP1
genotipo G/G, o C/C en el complemento de SEQ ID NO:6; y SNP2 genotipo T/C o CC, o A/IG o GG en el
complemento de SEQ ID NO:7; o (ii) SNP1 genotipo A/G o AA, o T/C o T/T en el complemento de SEQ ID NO:6; y
SNP2 genotipo T/T, o A/A en el complemento de SEQ ID NO:7; o (iii) SNP1 genotipo G/G, o C/C en el complemento
de SEQ ID NO:6, y SNP2 genotipo T/T, o A/A en el complemento de SEQ ID NO:7; y (b) instrucciones para
visualizar un contenido basado en parte de los datos de salida de moédulo de determinacion, en donde el contenido
comprende una sefial indicativa de la presencia de al menos una de las condiciones, y opcionalmente la ausencia de
una o mas de las condiciones.

El medio de almacenamiento legible por ordenador puede ser cualquier medio tangible disponible al que se puede
acceder por ordenador. El medio de almacenamiento legible por ordenador incluye medios tangibles volatiles y no
volatiles, extraibles o no extraibles aplicados en cualquier método o tecnologia para almacenar informacion, tal como
las instrucciones legibles por ordenador, estructuras de datos, mddulos del programa u otros datos. Los medios de
almacenamiento legibles por ordenador incluyen, pero no se limitan a, memoria RAM (memoria de acceso aleatorio),
ROM (memoria solo de lectura), EPROM (memoria sélo de lectura programable borrable), EEPROM (memoria sélo
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de lectura programable borrable eléctricamente), memoria flash u otra tecnologia de memoria, CD-ROM (memoria
so6lo de lectura en disco compacto), DVDs (discos versatiles digitales) u otros medios de almacenamiento &ptico,
casetes magnéticos, cintas magnéticas, almacenamiento de disco magnético u otros medios de almacenamiento
magnético, otros tipos de memoria volatil y no volatil, y cualquier otro medio tangible que se pueda utilizar para
almacenar la informacion deseada y a la que se pueda acceder mediante un ordenador que incluye cualquier
combinacion adecuada de las anteriores.

Datos legibles por ordenador que se incorporan en uno o mas de los medios legibles por ordenador pueden definir
las instrucciones, por ejemplo, como parte de uno o mas programas que, como resultado de ejecutarse mediante un
ordenador, dan instrucciones al ordenador para realizar una o mas de las funciones descritas en la presente
memoria, y/o varias realizaciones, variaciones y combinaciones de las mismas. Tales instrucciones se pueden
escribir en cualquiera de los lenguajes de programacion, por ejemplo, Java, J#, Visual Basic, C, C#, C++, Fortran,
Pascal, Eiffel, Basic, lenguaje de la asamblea COBOL, y similares, o cualquier variedad de combinaciones de los
mismos. El medio legible por ordenador en el que se incorporan tales instrucciones puede residir en uno o mas de
los componentes de cualquier sistema, o un medio de almacenamiento legible por ordenador descrito en la presente
memoria, se puede distribuir a lo largo de uno o mas de tales componentes. El medio legible por ordenador se
puede transportar, tal que las instrucciones almacenadas al respecto se pueden cargar en cualquier fuente
informatica para aplicar los aspectos de la presente invencién discutidos en la presente memoria.

La informacién determinada en el moédulo de determinacion se puede leer mediante el dispositivo de
almacenamiento. El dispositivo de almacenamiento se adapta o configura para tener registro de la informacion del
nivel proteico o del nivel de expresion al respecto. Tal informacion se puede proporcionar en forma digital que se
puede transmitir y leer electronicamente, por ejemplo, a través de internet, en un disquete, a través de USB (bus
universal en serie) o a través de cualquier otro modo de comunicacion adecuado.

En el contexto de la presente invencion como conjunto, por ejemplo, en el contexto de cualquiera de los métodos,
usos, 0 ensayos segun la presente invencion, el compuesto de FGF-18 preferido es un FGF-18 truncado, tal como
esprifermina, y el trastorno del cartilago preferido se selecciona del grupo que consiste en osteoartritis, lesion del
cartilago, fracturas que afectan al cartilago de la articulacion o procedimientos quirirgicos con impacto sobre el
cartilago de la articulacion, tal como microfractura.

Se entiende que en el contexto de la presente invencién como un conjunto, por ejemplo, mediante cualquiera de los
métodos, usos, o ensayos segun la presente invencion, antes de determinar el genotipo en un locus, es necesario
obtener una muestra de acido nucleico (o una muestra de ensayo) de un sujeto, por ejemplo, mediante recogida de
sangre o saliva. Preferiblemente, la muestra de acido nucleico es una muestra de ADN.

Un individuo afectado con un trastorno del cartilago y que se va a ensayar, ensayar y/o tratar segun cualquiera de
los métodos, es un usuario de los ensayos descritos en la presente memoria, es un sujeto humano que es candidato
del tratamiento con un compuesto de FGF-18, tal como esprifermina. En una realizacién preferida, el individuo se ha
diagnosticado con el trastorno del cartilago, o muestra un sintoma de trastorno del cartilago.

Se entendera también que en el contexto de la invencidon como un conjunto, la determinacion se puede realizar en la
secuencia complementaria de IL-1RN rs9005 y IL-1RN rs315952. Se deduce de este modo que segun la presente
invencion como un conjunto, por ejemplo, en el contexto de cualquiera de los métodos, usos, o ensayos segun la
presente invencion, la presencia del genotipo C/C en la secuencia complementaria a IL-1RN rs9005 y A/A en la
secuencia complementaria de IL-1RN rs315952 es predictivo de una respuesta nula o una respuesta baja (es decir,
sin sensibilidad) al tratamiento con un compuesto de FGF-18. Por el contrario, la presencia del genotipo T/C o T/T en
la secuencia complementaria a IL-1RN rs9005 y A/G o G/G en la secuencia complementaria de IL-1RN rs315952 es
predictivo de una respuesta alta (alta sensibilidad) al tratamiento con un compuesto de FGF-18. Dicho genotipo sera
también un marcador de probabilidad para un paciente de desarrollar efectos AIR cuando se trata con dicho
compuesto de FGF-18. Los otros genotipos en estos locus son predictivos de sensibilidad intermedia (es decir, C/C
en el complemento de IL-1RN rs9005 y A/G o G/G en el complemento de IL-1RN rs315952 o T/C o T/T en el
complemento de IL-1RN rs9005 y A/A en el complemento de IL-1RN rs315952).

La presente divulgacion abarca un kit que comprende los medios para realizar los métodos descritos anteriormente y
las instrucciones de uso, en donde dicho kit comprende al menos un par de cebadores o sondas especificos para
detectar la presencia o ausencia de los alelos en el locus IL-1RN rs9005 y IL-1RN rs315952.

El kit puede comprender una serie de oligonucleotidos fijados a una pluralidad de sondas oligonucledtidas que
detectan no mas de 20 polimorfismos de un solo nucleétido (SNPs), dichos SNPs comprenden: (i) SNP1 genotipo
G/G, o C/C en el complemento de SEQ ID NO:6; y SNP2 genotipo T/C o CC, o A/G o GG en el complemento de
SEQ ID NO:7; o (ii) SNP1 genotipo A/G o AA, o T/C o T/T en el complemento de la SEQ ID NO:6; y SNP2 genotipo
T/T, o AJA en el complemento de SEQ ID NO:7; o (iii) SNP1 genotipo G/G, o C/C en el complemento de SEQ ID
NO:6; y SNP2 genotipo T/T o A/A, en el complemento de SEQ ID NO:7; un recipiente opcional que contiene un
marcador detectable para conjugarse a una molécula de nucledtidos derivada de una muestra de ensayo de un
sujeto diagnosticado por tener un trastorno del cartilago; y al menos un reactivo.
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Alternativamente, la serie de oligonucleétidos fijados a una pluralidad de sondas oligonucleétidas detecta no mas de
17 polimorfismos de un solo nucleétido (SNPs), no mas de 10 polimorfismos de un solo nucleétido (SNPs) o no mas
de 7 polimorfismos de un solo nucleétido (SNPs).

Se describe también un kit que comprende: una pluralidad de cebadores oligonucledtidos o de un conjunto de
cebadores que se unen para detectar no mas de un alelo especifico de no mas de 20 polimorfismos de un solo
nucledétido (SNPs), en donde cada subconjunto de cebadores oligonucledtidos que se unen a un alelo especifico de
un SNP se marca con un marcador distinto, y en donde dichos SNPs comprenden los siguientes SNPs: (i) SNP1
genotipo G/G, o C/C en el complemento de SEQ ID NO:6; y SNP2 genotipo T/C o CC, o A/IG o GG en el
complemento de SEQ ID NO:7; o (ii) SNP1 genotipo A/G o AA, o T/C o T/T en el complemento de la SEQ ID NO:6; y
SNP2 genotipo T/T, o A/A en el complemento de SEQ ID NO:7; o (iii) SNP1 genotipo G/G, o C/C en el complemento
de SEQ ID NO:6; y SNP2 genotipo T/T o A/A, en el complemento de SEQ ID NO:7; y al menos un reactivo.

Alternativamente, la pluralidad de cebadores oligonucledtidos o de un conjunto de cebadores que se unen para
detectar no mas de un alelo especifico de no mas de 17 polimorfismos de un solo nucleétido (SNPs), o no mas de
un alelo especifico de no mas de 10 polimorfismos de un solo nucledtido (SNPs) o no mas de un alelo especifico de
no mas de 7 polimorfismos de un solo nucleétido (SNPs).

Se describe también un kit para seleccionar un régimen de tratamiento para un sujeto con un trastorno del cartilago,
que comprende al menos un reactivo para determinar en una muestra de ensayo de un sujeto humano
diagnosticado por tener el trastorno del cartilago, la presencia o ausencia de los siguientes SNPs: (i) SNP1 genotipo
G/G, o C/C en el complemento de SEQ ID NO:6; y SNP2 genotipo T/C o CC, o A/G o GG en el complemento de
SEQ ID NO:7; o (ii) SNP1 genotipo A/G o AA, o T/C o T/T en el complemento de la SEQ ID NO:6; y SNP2 genotipo
T/T, o AJA en el complemento de SEQ ID NO:7; o (iii) SNP1 genotipo G/G, o C/C en el complemento de SEQ ID
NO:6, y SNP2 genotipo T/T o A/A, en el complemento de SEQ ID NO:7.

Normalmente, los oligonucledtidos en el kit son bien sondas alelo-especificas o bien cebadores alelo-especificos. En
algunas realizaciones, el kit comprende oligonucledtidos iniciadores de la extensiéon. En otras realizaciones, el
conjunto de oligonucledtidos es una combinacion de sondas alelo-especificas, cebadores alelo-especificos, u
oligonucledtidos iniciadores de la extension.

La composicién y longitud de cada oligonucleétido en un kit de la invencién dependera de la naturaleza de la regién
gendmica que contiene el marcador genético de la invencién, asi como del tipo de ensayo a realizar con el
oligonucledtido y se determina facilmente por el experto en la técnica. Por ejemplo, el polinucleétido que se usa en el
ensayo puede constituir un producto de amplificacién, y por tanto, la especificidad requerida del oligonucleétido es
con respecto a la hibridacion a la region diana en el producto de amplificacion en vez de al ADN gendmico aislado
del individuo.

Normalmente, cada oligonucleétido en el kit es un complemento perfecto de su region diana. Se dice que un
oligonucledtido es un complemento “perfecto” o “completo” de otra molécula de acido nucleico si cada nucleétido de
una de las moléculas es complementario del nucleétido en la posicidon correspondiente a la de la otra molécula.
Aunque para detectar polimorfismos se prefiere la complementariedad perfecta de los oligonucledtidos, se
contemplan desviaciones de la complementariedad completa, donde tales desviaciones no evitan que la molécula
hibride especificamente a la regién diana como se define anteriormente. Por ejemplo, un cebador oligonucleétido
puede tener un fragmento no complementario en su extremo 5’, con el resto del cebador siendo completamente
complementario a la regién diana. Alternativamente, los nucleétidos no complementarios pueden estar intercalados
en la sonda o el cebador siempre y cuando la sonda o cebador resultante sea aun capaz de hibridarse
especificamente a la region diana.

En algunas realizaciones, cada oligonucleétido en el kit hibrida especificamente con su region diana bajo estrictas
condiciones de hibridacién. Las estrictas condiciones de hibridacion son dependientes de la secuencia y varian
dependiendo de las circunstancias. Generalmente, las estrictas condiciones se seleccionan por ser
aproximadamente 5°C mas bajas que el punto térmico de fusidon (Tm) para la secuencia especifica a una longitud
iénica y pH determinados. El T, es la temperatura (bajo longitud iénica, pH, y concentraciéon de acido nucleico
determinados) a la que el 50% de las sondas complementarias a la secuencia diana hibridan a la secuencia diana en
equilibrio. Como la secuencia diana esta generalmente presente en exceso, en el T, el 50% de las sondas estan
ocupadas en equilibrio. Normalmente, las estrictas condiciones incluyen una concentracion salina de al menos
aproximadamente 0,01 a 1,0 M de concentracion idnica de sodio (u otras sales) de pH 7,0 a 8,3 y la temperatura es
al menos aproximadamente 25°C para sondas de oligonucleotidos cortos (por ejemplo, de 10 a 50 nucleoétidos). Las
estrictas condiciones se pueden alcanzar con la adicidon de agentes estabilizantes, tal como formamida. Por ejemplo,
son adecuadas para hibridaciones de sonda alelo-especifica condiciones de 5 x SSPE (NaCl 750 mM, fosfato de
sodio 50 mM, EDTA 5 mM, pH 7,4) y una temperatura de 25-30°C.

En los kits de la divulgacion los oligonucléotidos pueden estar compuestos de ribonucledtidos en cualquier estado de
fosforilacion, desoxirribonucledtidos, y derivados de nucledtidos aciclicos, y otros derivados equivalentes
funcionalmente. Alternativamente, los oligonucledtidos pueden tener una estructura libre de fosfato, que se puede
comprender de enlaces tales como carboximetilo, acetamida, carbamato, poliamida [acido peptidonucleico (PNA)] y
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similares. Los oligonucledtidos se pueden preparar mediante sintesis quimica empleando cualquier metodologia
adecuada conocida en la técnica, o pueden derivarse de una muestra bioldgica, por ejemplo, mediante restriccion de
la digestion. Los oligonucledtidos pueden contener un marcador detectable, segun cualquier técnica conocida en la
técnica, incluyendo el uso de radiomarcadores, marcadores fluorescentes, marcadores enzimaticos, proteinas,
haptenos, anticuerpos, marcadores de secuencia, y similares. Los oligonucleétidos en el kit se pueden fabricar y
comercializar como reactivos especificos del analito (ASRs) o pueden constituir componentes de un dispositivo de
diagndéstico homologado.

Normalmente, el kit incluye un manual de instrucciones que describe las distintas formas en las que se puede usar el
kit para detectar la presencia o ausencia de un marcador genético de la invencion.

En alguna realizacién, el conjunto de oligonucledtidos en el kit son oligonucleétidos alelo-especificos. Como se
emplea en la presente memoria, el término oligonucledtido alelo-especifico (ASO) significa un oligonucledétido que es
capaz, bajo condiciones lo suficientemente estrictas, de hibridar con un marcador genético de un alelo, en una
region diana que contiene el marcador genético mientras que no hibrida la misma regién que contiene un alelo
diferente. Como se entiende por un experto en la técnica, la especificidad de alelo dependera de una variedad de
condiciones de exigencia facilmente optimizadas, que incluye las concentraciones de sal y formamida, asi como la
temperatura tanto en la hibridacién como en las etapas de lavado.

Normalmente, un gen ASO sera perfectamente complementario a un alelo aunque contenga una sola desigualdad
para otro alelo. En sondas ASO, la unica desigualdad esta preferiblemente dentro de una posicién central de la
sonda de oligonucledtidos pues se alinea con el marcador genético en la region diana (por ejemplo,
aproximadamente la 72 o 82 posicion en un 15mer, la 82 o 92 posicion en un 16mer, y la 10? o 112 posicion en un
20mer). La unica desigualdad en cebadores ASO se localiza en el extremo 3’ del nucledtido, o preferiblemente en el
extremo 3’ del penultimo nucledtido. Las sondas y los cebadores ASO que hibridan a la hebra codificante o no
codificante, se contemplan en la invencion.

Normalmente, el kit comprende un par de oligonucleétidos alelo-especificos para un marcador genético a ensayar de
la invencién, con un miembro del par siendo especifico para un alelo, y el otro miembro siendo especifico para otro
alelo. En tales realizaciones, el par de oligonucledtidos pueden tener diferentes longitudes o tener diferentes
marcadores detectables para permitir al usuario del kit determinar qué oligonucledtido alelo-especifico hibrida
especificamente con la region diana, y por tanto, determina qué alelo esta presente en el individuo para el locus
marcador ensayado.

Normalmente, los oligonucledtidos en el kit son oligonucledtidos de extensién del cebador. Para terminar la
extension del oligonucleotido en el marcador genético de interés se eligen mezclas de terminacién para la extension
mediada por polimerasa a partir de cualquiera de estos oligonucledétidos, o una base de los mismos, dependiendo de
los nucleétidos alternativos presentes en el locus marcador.

Los métodos segun la presente invencion son Utiles en aplicaciones de diagnéstico clinico. Sin embargo, como se
emplea en la presente memoria, el término “diagndstico” no se limita a los usos clinicos o médicos, y los métodos de
diagndstico de la invencion reivindicados en la presente memoria son también utiles en cualquier aplicacion de
investigacion, y durante ensayos clinicos, en los que es deseable ensayar un sujeto por la presencia o ausencia de
cualquier marcador genético descrito en la presente memoria.

En el contexto de la invencion, se puede detectar en un individuo la presencia o ausencia de un alelo o par de alelos
particular en el locus de un marcador genético de la invencion mediante cualquier técnica conocida per sé por el
experto en la técnica, incluyendo la secuenciacién, pirosecuenciacion, hibridacion selectiva, amplificacion selectiva
y/o espectrometria de masas que incluyen la espectrometria de masas por desorcién/ionizacion laser asistida por
matriz acoplado a un analizador del tiempo de vuelo (MS MALDI-TOF). En una realizacion particular, la alteracion se
detecta mediante amplificaciéon de acido nucleico selectivo empleando uno o varios cebadores especificos. La
alteracion se detecta mediante hibridacion selectiva empleando una o varias sondas especificas.

Otras técnicas incluyen métodos de genotipado basados en electroforesis en gel, tales como PCR acoplado a
analisis del polimorfismo en la longitud del fragmento de restriccion (RFLP, de sus siglas en inglés), PCR muiltiple,
ensayo de ligacion de oligonucledtidos, y minisecuenciacion; tecnologias de genotipado basado en tinte
fluorescente, tales como ensayo de ligacion de oligonucledétidos, pirosecuenciacion, extension de una sola base con
deteccion de fluorescencia, hibridacion en disolucion homogénea, tal como TagMan, y genotipado mediante balizas
moleculares; tecnologias basadas en secuenciacion, tales como la secuenciacion de Sanger y plataformas de
secuenciacion de Ultima generacion; amplificacion por circulo rodante y ensayos por rotura invasiva, asi como
microchips basados en chips de ADN y tecnologias de genotipado por espectrometria de masas. En la técnica se
conocen meétodos de analisis de la expresion proteica e incluyen la electroforesis en gel bidimensional,
espectrometria de masas y microchips de anticuerpos. La secuenciacion se puede llevar a cabo empleando técnicas
bien conocidas en la técnica, por ejemplo, empleando secuenciadores automaticos. La secuenciacion se puede
realizar sobre el gen completo o, mas preferiblemente, sobre dominios especificos del mismo, normalmente sobre
aquellos conocidos o sospechosos de tener mutaciones u otras alteraciones perjudiciales. La secuenciacion se
puede realizar segun varias técnicas conocidas en la técnica, tales como la reaccién en cadena de la polimerasa
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(PCR), reaccion en cadena de la ligasa (LCR) y por amplificacién por desplazamiento de la hebra (SDA). Estas
técnicas se pueden realizar empleando reactivos y protocolos disponibles comercialmente. Una técnica preferida es
la PCR alelo-especifica.

Descripcion de las figuras

Indicaciones generales: En las figuras, 1) los términos TT, CC, GG o AA se entienden por ser T/T, C/C, G/G o A/A, y
2) el término CTA se entiende como C-T-A.

Figura 1: Organizacion del complejo génico IL1RN-IL1A-IL1B-IL1RN. Tanto rs315952 como rs9005 se localizan en el
ultimo exdn de IL1RN. Aunque sdlo hay 1107 bp (pares de bases) entre ellos, estos SNPs no se heredan juntos (es
decir, no hay desequilibrio de ligamiento). IL1RN-rs9005 esta dentro de la region 3' UTR y coincide con un factor de
transcripcion (ChIP-seq secuencia: FOSL2) y un ndcleo ADNasa (regiones reguladoras y promotoras que tienden a
ser sensibles a ADNasa). IL-1RN-rs315952 es un SNP de codificacion silente (es decir, no conduce a un cambio del
aminoacido).

Figura 2: Clasificacion de los pacientes en funcién de la presencia o ausencia (a partir de al menos una copla) del
haplotipo C-T-A. El eje Y muestra el cambio en la semana 52 en el volumen de cartilago total (unidad: mm ) Cada
punto corresponde a un sujeto, el circulo indica un sujeto sin AIR mientras que la cruz indica un sujeto con AIRs. El
valor p indicado se obtuvo a partir de un ensayo no paramétrico de variable Unica (test de suma de rangos).

Figura 3: Clasificacion de los pacientes en funcidon de la presencia o ausencia (a partir de al menos una copia) del
haplotipo C-T-A. El eje Y muestra el cambio en la semana 52 en la puntuacion total de WOMAC. Cada punto
corresponde a un sujeto, el circulo indica un sujeto sin AIR mientras que la cruz indica un sujeto con AlRs. El valor p
indicado se obtuvo a partir de un ensayo no paramétrico de variable Unica (test de suma de rangos).

Figura 4: Cambio en el volumen de cartilago total (mm® en la semana 52 separados mediante regimenes de
dosificacion y por su genotipo en ambos rs315952 y rs9005. Cada punto corresponde a un sujeto, el circulo indica
un sujeto sin AIR mientras que la cruz indica un sujeto con AIRs. Los datos MRI a partir del cohorte MAD010
muestran una variabilidad atipica y no se incluyeron en ningun analisis.

Figura 5: Cambio en la puntuacion total de WOMAC en la semana 52 separados mediante regimenes de
dosificacion y por su genotipo en ambos rs315952 y rs9005. Cada punto corresponde a un sujeto, el circulo indica
un sujeto sin AIR mientras que la cruz indica un sujeto con AIRs.

Figura 6: Clasificacion de los pacientes en funcion de la presencia o ausencia del genotipo “G/G rs9005 y T/T
rs315952”. El eje Y muestra la puntuacion total de WOMAC absoluta de referencia. Cada punto corresponde a un
sujeto, el circulo indica un sujeto con un grado Kellgren-Lawrence igual a 2, mientras que la cruz indica un sujeto con
un grado Kellgren-Lawrence igual a 3. El valor p indicado se obtuvo a partir de un ensayo no paramétrico de variable
Unica (test de suma de rangos).

Figura 7: Clasificacion de los pacientes en funcion de la presencia o ausencia del genotipo que ‘tiene A rs9005 y
tiene C rs315952'. El eje Y muestra la puntuacion total de WOMAC absoluta de referencia. Cada punto corresponde
a un sujeto, el circulo indica un sujeto con un grado Kellgren-Lawrence igual a 2, mientras que la cruz indica un
sujeto con un grado Kellgren-Lawrence igual a 3. El valor p indicado se obtuvo a partir de un ensayo no paramétrico
de variable Unica (test de suma de rangos).

Figura 8: Clasificacion de los pacientes en funcion de la presencia o, ausencia del genotipo ‘G/G rs9005 y T/T
rs315952". El eje Y muestra el volumen de cartilago total absoluto (mm?®) de referencia. Cada punto corresponde a
un sujeto, el circulo indica un sujeto con un grado Kellgren-Lawrence igual a 2, mientras que la cruz indica un sujeto
con un grado Kellgren-Lawrence igual a 3. El valor p indicado se obtuvo a partir de un ensayo no paramétrico de
variable Unica (test de suma de rangos).

Figura 9: Clasificacion de los pacientes en funcion de la presencia o ausencia del genotlpo que tiene A rs9005 y
teine C rs315952". El eje Y muestra el volumen de cartilago total absoluto (mm?®) de referencia. Cada punto
corresponde a un sujeto, el circulo indica un sujeto con un grado Kellgren-Lawrence igual a 2, mientras que la cruz
indica un sujeto con un grado Kellgren-Lawrence igual a 3. El valor p indicado se obtuvo a partir de un ensayo no
paramétrico de variable Unica (test de suma de rangos).

Figura 10: Cambio a partir de la puntuacion total de WOMAC de referencia para todos los sujetos
independientemente de sus genotipos. Las lineas corresponden a un cambio medio de referencia y las barras de
error corresponden al error estandar de la media.

Figura 11: Cambio a partir de la puntuacion total de WOMAC de referencia de los sujetos identificados como
sensibles o super sensibles en base a sus genotipos en rs9005 y rs315952. El grupo ‘tratado’ corresponde a los
sujetos a partir del cohorte MAD100 que tiene el genotipo que se identifica con los sujetos sensibles. También se
incluyen en el grupo ‘tratado’ a los sujetos a partir del cohorte MADO30 que tiene el genotipo que se identifica con los
sujetos super sensibles. El grupo ‘placebo’ incluye a los sujetos placebo con genotipo que corresponde tanto a los
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sensibles como a los super sensibles. Las lineas corresponden al cambio medio a partir de la referencia y las barras
de error corresponden al error estandar de la media.

Figura 12: Cambio a partir de la puntuacion total de WOMAC de referencia de los sujetos que tienen el genotipo que
corresponde a los no sensibles. Las lineas corresponden al cambio medio a partir de la referencia y las barras de
error corresponden al error estandar de la media.

Figura 13: Cambio del volumen de cartilago total (mm?) de referencia para todos los sujetos independientemente de
sus genotipos. Las lineas corresponden a un cambio medio de referencia y las barras de error corresponden al error
estandar de la media. Los datos MRI a partir del cohorte MADO10 mostraron una variabilidad atipica y no se
incluyeron en ningun analisis.

Figura 14: Cambio del volumen de cartilago total (mm?®) de referencia para los sujetos identificados como sensibles o
super sensibles en base a sus genotipos en rs9005 y rs315952. El grupo ‘tratado’ corresponde a los sujetos a partir
del cohorte MAD100 que tiene el genotipo que se identifica con los sujetos sensibles. También se incluyen en el
grupo ‘tratado’ a los sujetos a partir del cohorte MADO30 que tiene el genotipo que se identifica con los sujetos super
sensibles. El grupo ‘placebo’ incluye a los sujetos placebo con genotipo que corresponde los sensibles o a los super
sensibles. Las lineas corresponden al cambio medio a partir de la referencia y las barras de error corresponden al
error estandar de la media. Los datos MRI a partir del cohorte MAD010 no pasaron el control de calidad y no se
incluyeron en ningun analisis.

Figura 15: Cambio del volumen de cartilago total (mm?) de referencia para los sujetos que tienen el genotipo que
corresponde a los no sensibles. Las lineas corresponden al cambio medio a partir de la referencia y las barras de
error corresponden al error estandar de la media. Los datos MRI a partir del cohorte MADO10 mostraron una
variabilidad atipica y no se incluyeron en ningun analisis.

Figuras 16(a)-(h): Conjunto de secuencias de acidos nucleicos y de la longitud total de aminoacidos
correspondientes a “SEQ ID NOs” en referencia a la solicitud de la presente memoria.

Descripcion de las secuencias:

SEQ ID NO:1: Secuencia de aminoacidos del FGF-18 humano nativo.

SEQ ID NO:2: Secuencia de aminoacidos del FGF-18 truncado recombinante (trFGF-18).
SEQ ID NO:3: gen IL1RN

SEQ ID NO:4: locus de IL1RN rs9005

SEQ ID NO:5: locus de IL1RN rs315952

SEQ ID NO:6: Region especifica del locus de IL1RN rs9005 (correspondiente al nucledtido 415 al nucledtido 466 de
SEQ ID NO:4),endonde Nes Ao G

SEQ ID NO:7: Region especifica del locus de IL1RN rs315952 (correspondiente al nucleétido 415 al nucledtido 466
de SEQ ID NO:5),endonde NesCo T

SEQ ID NO:8: cebador 1 de rs315952
SEQ ID NO:9: cebador 2 de rs315952
SEQ ID NO:10: cebador 1 de rs9005
SEQ ID NO:11: cebador 2 de rs9005
Ejemplos

1. Antecedentes de genotipado:

El nivel de crecimiento del volumen del cartilago y los riesgos asociados con efectos adversos en respuesta al
tratamiento con esprifermina en trastornos del cartilago, tales como la osteoartritis, lesion del cartilago, fracturas que
afectan al cartilago de la articulacion o procedimientos quirirgicos con impacto en el cartilago de la articulacion (por
ejemplo, microfractura) pueden estar asociados con una variacion genética especifica en uno o varios genes. En el
presente estudio, se enfoco la busqueda de asociaciones entre los genes que contienen variaciones y la enfermedad
o la respuesta al tratamiento en genes candidatos que se seleccionaron en base al papel fisioldgico de las proteinas
en la codificacion e implicacion potencial en los trastornos del cartilago, o en la respuesta al tratamiento con
esprifermina. La lista de los SNPs candidatos seleccionados que se ensayaron se proporcionan en la Tabla 1.

La respuesta al tratamiento con esprifermina se midié mediante el cambio en el volumen del cartilago a partir de 1
afio de referencia del comienzo del tratamiento con esprifermina.
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Cabe sefalar que los marcadores SNP candidatos y de exploraciones de todo el genoma no se conservaron para
otros analisis si no se cumplia alguno de los siguientes criterios:

. SNP de variante rara en la PGx ITT de la poblacién: Frecuencia alélica baja (MAF) < 10% para ambos SNP
candidatos y exploraciones SNPs de todo el genoma.

. Calidad de genotipado cuestionable, como medida de una alta tasa (=5%) de pérdida de datos.

. Desviacion significativa del equilibrio de Hardy-Weinberg (valor p ajustado segun Bonferroni) menor del 5%
para SNPs o FDR candidatos (es decir, valor p ajustado segun Benjamini-Hochberg) inferior al 20% de los
SNPs de las exploraciones de todo el genoma.

. Se excluyeron los sujetos con discrepancia de sexo entre la base de datos clinica y el sexo predictivo a
partir de los datos de SNP de todo el genoma (cromosoma X).

Los genes candidatos seleccionados han sido implicados previamente en el trastorno del cartilago, tal como en la
osteoartritis. El propdsito del estudio era investigar si el nivel de respuesta, es decir, si el crecimiento del volumen del
cartilago y/o la aparicion de efectos adversos en respuesta al tratamiento con esprifermina en el trastorno del
cartilago, se correlacionaba con una variante o un patréon de variantes de ADN especifico. La existencia de tal
correlacion indicaria que el gen o genes que tiene la variante o variantes, o un gen o mas genes situados en los
alrededores de las variantes pueden ser genes susceptibles.

2. Materiales y métodos
2.1 Compuesto de FGF-18

El compuesto de FGF-18 que se usa como tratamiento en los presentes ejemplos, es esprifermina. Es una forma
truncada de FGF-18, como se define en la seccion “definiciones”.

2.2. Recepcion de la muestra y codificacion doble

Las muestras de sangre se recibieron de los pacientes participantes en el estudio 28980 (estudio aleatorio, doble
ciego, controlado con placebo, multicéntrico, estudio de dosificacion unica y ascendente multiple de esprifermina,
administrada por via intra-articular en pacientes con osteoartritis primaria de rodilla que no se preveian necesitar
cirugia de rodilla dentro de un afio).

Para cumplir con la autorizacion de consentimiento informado (ICF, de sus siglas en inglés) Farmacogénomico
(PGx), que abarca los analisis de ADN, todas las muestras se codificaron por duplicado por el Biobanco (Merck
Serono, Ginebra) para asegurar un nivel adicional de anonimato del sujeto. El Biobanco proporciona el Grupo de
Control de Datos del Biomarcador con la codificacién clave doblada como un archivo plano que contiene tanto la
identificacion (ID) PGx como la ID del sujeto de cada sujeto. Se realizaron verificaciones adicionales para asegurar
que no realizaron analisis de ADN en sujetos que no dieron consentimiento para el estudio PGx.

2.3 Extraccion de muestras de ADN, amplificacion y marcaje

A partir de la sangre extraida se realizaron los analisis de ADN. Se recibio un total de 140 muestras de sangre. De
estas 140, el laboratorio gendmico destruyd 3 muestras de los pacientes que retiraron su consentimiento durante el
trascurso del estudio; dando como resultado 137 ADNs analizados correspondientes a 137 pacientes. Por tanto, se
realizé el genotipado de 137 pacientes aptos para los estudios de asociacion.

A partir de las muestras de sangre se extrajo con EDTA el ADN gendmico utilizando un kit de extraccion Qiagen
(QlAamp DNA Blood Maxi Kit). Después de la extraccion, se realizaron las mediciones de absorbancia de las
muestras a longitudes de onda de 260 nm y 280 nm utilizando un espectrofotdmetro y electroforesis en geles de
agarosa, para estimar la cantidad y calidad de las muestras de ADN gendmico.

Para cada placa, se digirieron las muestras de ADN gendmico con endonucleasas de restriccion Nspl y Styl, junto
con adaptadores especificos (Nsp o Sty), procesadas en paralelo hasta las Reacciones en Cadena de Polimerasa
(PCR). Para producir un gran rendimiento, se amplific6 por PCR el producto de ligacién, por triplicado para
reacciones de Styl, y por cuadriplicado para reacciones de Nspl. Se agruparon, purificaron, cuantificaron,
fragmentaron y marcaron todos los productos de PCR.

La etapa de amplificacion de la PCR se evalud utilizando electroforesis en gel de agarosa. La etapa de cuantificacion
de ADN se evalud utilizando un espectrofotometro y la etapa de fragmentacion del ADN se evalud utilizando
electroforesis en gel de agarosa. El tamafio medio del fragmento de ADN debera ser menor de 180 bp.

2.4. Tecnologia de microarrays de ADN (Exploracién de todo el genoma)

Se utilizaron los ensayos de Affymetrix Genome Wide SNP 6.0 para realizar la exploracién de todo el genoma
(hipotesis de enfoque libre). La tecnologia Affymetrix se basa en un chip de ADN que permite el genotipado de
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aproximadamente 906.600 polimorfismos de un solo nucleétido (SNPs) por paciente. Los SNPs se distribuyen
aleatoriamente en todos los cromosomas y se usan como marcadores de sefializacion de la correspondiente area
gendmica. Los detalles del proceso y el protocolo siguié la tecnologia PGX Affyemtrix del genoma completo SNP
5.0/6.0.

Para cada muestra, el producto marcado se hibridd en el chip genético de Affymetrix Genome Wide SNP 6.0. Se
emplearon dos lotes de chips para ambos grupos.

Después de la hibridaciéon y del marcaje, los chips genéticos Affymetrix se analizaron para crear archivos de datos
de imagen (DAT). Después de esto, el programa informatico AGCC alineé automaticamente una red eléctrica sobre
los archivos DAT Yy registro el archivo de datos de intensidad celular (CEL). Posteriormente, los datos CEL pasaron a
un programa informatico Genotyping Console que genera datos de Analisis Sonda (CHP).

El control de la calidad de analisis (QC) se realizé utilizando el programa informatico Genotyping Console que
ensaya el andlisis de Modelo Dinamico QC (DM) de referencia de un subconjunto de 3022 SNPs tras el escaneado
del chip. El analisis DM de referencia mide la consistencia de las intensidades dentro de cada SNP, con cuatro
estados de genotipado posible (Null, AA, AB y BB). Proporciona un estimacion de la calidad general para una
muestra de datos antes de realizar el analisis de agrupacion completa. Se basa en el QC de referencia.

La QC de referencia (QC CR) estéa bien correlacionada con la realizacion del grupo y es eficaz en la métrica de una
sola muestra para decidir qué muestras se deberan usar en la agrupacion de las fases siguientes. El limite fijo para
los chips del genoma completo SNP6.0 es >=86%. Ademas del QC CR, se desarroll6 otro algoritmo para los chips
de SNP 6.0. Este nuevo algoritmo es el Contraste QC. El Contraste QC es una medida que captura la capacidad de
un experimento para resolver las sefiales de SNP dentro de los grupos de tres genotipos. Mide la separacion de las
intensidades alélicas en tres grupos en el “espacio de contraste”. El espacio de contraste es una proyeccion del
espacio de intensidad alélica bidimensional en una Unica dimensién informativa. El limite por defecto es >=0,4 para
cada muestra. Los resultados de QC se registran automaticamente en le Tabla de Intensidad QC. Las muestras que
pasan el limite QC, (referencia > 86% y contraste QC >0,4) se indican como “bound in”, y aquellas que no pasan el
limite QC (referencia < 86% y contraste QC <0,4) se indican como “bound out’. Todas las muestras de ADN
gendmico de estudio pasaron el control de calidad.

2.5 Genotipado de SNP TagMan (gen candidato)

Se realizé el Genotipado SNP Tagman para seleccionar los marcadores seleccionados en base a la informacion de
la bibliografia. Se selecciond un total de 19 SNPs distribuidos en genes de 8 candidatos, y se llevd a cabo en dos
periodos (véanse las Tablas 2a y 2b). En un ensayo de Genotipado SNP Tagman®, se emplean cebadores de PCR
especificos de dos locus adyacentes al SNP para amplificar un fragmento de aproximadamente 100 bp. A
continuacién se hibridan sondas alelo-especificas a su secuencia SNP especifica (véase, por ejemplo, la Tabla 3).
Cada sonda se etiquetd en su extremo 5 bien con un tinte marcador fluorescente (FAM), o bien con un tinte
marcador VIC. Cada sonda tiene también un tinte quencher no fluorescente, MGB, en su extremo 3. En cada ciclo
de PCR, si se amplifica la secuencia diana de la sonda alelo-especifica, la sonda hibridara al ADN durante la etapa
de re-asociacion y expansion. Cuando la ADN polimerasa entra en contacto con esta sonda hibridada, el tinte
marcador de la sonda se separa de la sonda dejando atras el tinte quencher. En cada ciclo de PCR, la separacion
de los tintes marcadores de una o ambas sondas alelo-especificas causa un incremento potencial en la intensidad
de fluorescencia. En la finalizacion del PCR, la fluorescencia total de cada muestra se lee en la ABI 9700 (formato de
384 pocillos). Si se observa fluorescencia sélo en una sonda, la muestra es homocigética para este alelo. Si se
observa fluorescencia para ambas sondas alelo-especificas, la muestra es heterocigética para ambos alelos. Si la
sonda no hibrida, la fluorescencia del tinte esta “silenciada” o reducida por el tinte quencher, y por tanto, se observa
una fluorescencia minima, indicando un genotipo fallido.

El protocolo se detalla en la hoja de datos de TagMan® SNP Genotyping.
Periodo 1: las muestras de ADN se genotiparon mediante 17 ensayos TagMan® SNP (véase la Tabla 2a).
Periodo 2: las muestras de ADN se genotiparon mediante otros 2 ensayos TagMan® SNP (véase la Tabla 2b).

Para cada uno de los ensayos TagMan® SNP, el grupo NTC era especifico y todos los NTCs eran indeterminados,
estaban presentes los tres grupos de muestras distintas y el genotipado se asigné automaticamente y la referencia
se especificod por estar por encima del 85 por ciento.

Para cada una de las tres partes de los 19 ensayos TagMan® SNP, se alcanzaron los criterios de aceptacion.
2.6. Filtrado de SNP

Los marcadores de los candidatos y de la exploracion del genoma completo no se mantuvieron para el analisis si no
se cumplia alguno de los siguientes criterios:

. SNP de variante rara en la PGx ITT de la poblacion: Frecuencia alélica baja (MAF) < 10% para ambos SNP
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candidatos y exploraciones SNPs de todo el genoma.
. Calidad de genotipado cuestionable, como medida de una alta tasa (=5%) de pérdida de datos.

. Desviacion significativa del equilibrio de Hardy-Weinberg (valor p ajustado segun Bonferroni) menor del 5%
para SNPs o FDR candidatos (es decir, valor p ajustado segun Benjamini-Hochberg) inferior al 20% de los
SNPs de las exploraciones de todo el genoma.

. Se excluyeron los sujetos con discrepancia de sexo entre la base de datos clinica y el sexo predictivo a
partir de los datos de SNP de todo el genoma (cromosoma X).

2.7. Ensayos de asociacion

Para los ensayos de asociacion, se codificaron los datos del genotipo como la presencia/ausencia del SNP del alelo
secundario (es decir, homocigético para el alelo principal en comparacion con al menos una copia del alelo
secundario).

2.7.1. Asociacion con Reacciones Inflamatorias Agudas (AIRs)

En estos analisis, se emplearon solo los sujetos tratados con una dosis de 100 mcg de FGF-18. Para el analisis de
un solo marcador, se emplearon dos enfoques: el test exacto de Fisher, y un modelo lineal multivariable (es decir,
estado de AIR ~ SNP + grado Kellgren Lawrence [2; 3] + Sexo [Femenino; Masculino] + Edad [<65; 265] +IMC [<30,
230]. En este modelo, la significancia de cada término en el modelo se ensayd con un anova tipo lll).

2.7.2. Asociacion con las puntuaciones totales de WOMAC y el volumen de cartilago total

Se ensay6 la asociacion del cambio entre la referencia y la semana 52 (fecha de finalizacion), tanto para las
puntuaciones totales de WOMAC como para el volumen de cartilago total, empleando el siguiente modelo lineal:

Rango (cambio en el punto final) ~ Seccion [Placebos, Sujetos tratados por ejemplo, con una dosis de 100 mcg de
FGF-18] + grupo del genotipo + grado de Kellgren Lawrence [2; 3] + Sexo [Femenino; Masculino] + Edad [<65; 265]
+IMC[<30, 230]. En este modelo, la significancia de cada término en el modelo se ensayd con un anova tipo Il y el
limite de significancia se establecié en alfa=5%.

2.7.3. Asociacion entre un grupo de genotipo dado y el grado de Kellgren Lawrence

Para evaluar si un grupo con un genotipo dado (por ejemplo, sujetos con genotipo ‘G/G en IL-1RN rs9005 y genotipo
T/T en IL-1RN rs315952’) tiene mucha o poca significancia en los sujetos con osteoartritis grave (es decir, grado 3
de Kellgren Lawrence) se realizaron ensayos empleando un test exacto de Fisher y la siguiente tabla de
contingencia:

Grado 3 Grado 2

# de sujetos de un grupo genotipico
dado

# de sujetos del resto de los grupos
genotipicos

Se incluyen en este analisis todos los sujetos disponibles a partir de cualquier régimen de dosificacion (incluyendo
los placebos). Se registraron los valores p empleando un ensayo bilateral y se establecié una significancia de
alfa=5%. Se registraron también la razén de momios y sus intervalos de confianza 95%.

2.8. Anaélisis del haplotipo

Los datos de los genotipos de los SNPs rs419598, rs315952, rs9005 se organizaron (empleando el programa
informatico MACH, version 1.0.18.c, Li Y et al., 2010) para deducir la presencia o ausencia del haplotipo C-T-A en
los sujetos. Se utilizaron los siguientes parametros MACH: “—50 rondas — 200 estados —fase”. Se ensayd la
asociacion con AlRs utilizando el test exacto de Fisher (limite de significancia establecido en alfa=5%).

2.9. Anélisis combinatorio entre SNPs candidatos

En analisis de asociacion iniciales (datos no mostrados), se encontré el SNP rs9005 asociado significativamente con
AIRs. Se realizaron analisis combinatorios (es decir, epistasia) para evaluar si IL-1RN rs9005 en combinacion con
otro SNP, de una lista de aproximadamente 120 SNPs candidatos, seria un mejor predictor de AIR (véase la Tabla
1). Tal analisis se realizé6 empleando el siguiente modelo de regresion logistica:

estado AIR ~ otro SNP rs9005*+ grado Kellgren Lawrence [2; 3] + Sexo [Femenino; Masculino] + Edad [<65; 265] +
22
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IMC [<30, 230].

Se evalud la significancia de cada término en el modelo con un anova tipo lll. La interaccion de los valores p se
ajusté para un ensayo multiple empleando el procedimiento de Benjamini-Hochberg (Benjamini y Hochberg, 1995, J.
of the Royal Stadistical Society Series B(57):289) y el limite de significancia se establecié en FDR=5%. Los efectos
de epistasia se confirmaron mediante el enfoque estadistico descrito en (Wirapati et al., 2011).

2.10. Medicién del rendimiento en la predicciéon de AIRs

La medicion del rendimiento en la predicciéon de AIRs se derivaron a partir de la correspondiente tabla de
contingencia. Estas mediciones incluian sensibilidad, especificidad, exactitud, precisién, valor predictivo negativo y
puntuacion F1 (es decir, medida armoénica de la precision y la referencia).

3. Resultados
3.1 Analisis predictivo

Los analisis combinatorios identificaron sélo una combinacién (IL-1RN rs9005 y IL-1RN rs315952) asociada
significativamente con AIRs (FDR a partir del modelo lineal multivariable = 0,0187, test exacto de Fisher valor p =
0,0018, razon de momios = 18,82 [2,25-260,03]). En la Tabla 5 y en la Tabla 6 se muestran la tabla de contingencia
y la prediccion de las medidas del rendimiento respectivamente. La combinacion de rs9005 y rs315952 (Tabla 6)
tiene una mejor rendimiento de la prediccion de AIRs, comparado con el haplotipo C-T-A (Tabla 8 véase también la
tabla de contingencia en la Tabla 7). La combinacion de IL-1RN rs9005 y IL-1RN rs315952 tiene una especificidad
muy fuerte (94,44%) y un valor predictivo negativo (89,47%), es decir, estos biomarcadores tienen buenos
resultados en la identificacion de los sujetos que no tendran AlRs. Ademas, eta combinacion revela separacion en el
volumen del cartilago total (Figura 4) y en las puntuaciones totales de WOMAC (figura 5). Por el contrario, el
haplotipo C-T-A no permite tal separacion de los resultados clinicos (Figuras 2 y 3). De hecho, el haplotipo C-T-A no
permitid separar a los sujetos para el cambio en el volumen del cartilago total (Figura 2) ni para el cambio en la
puntuacion total de WOMAC (Figura 3). Por tanto, el haplotipo C-T-A no se identific6 como un buen predictor de la
respuesta a la terapia farmacoldgica, preferiblemente de un farmaco anabdlico, tal como esprifermina.

3.2 Analisis pronoésticos

Los sujetos placebo con el genotipo ‘G/G IL-1RN rs9005 y T/T IL-1RN rs315952" se identificaron por tener un
volumen de cartilago total significativamente mayor que el de los sujetos tratados del mismo grupo genotipico. Para
investigar este resultado, se modelaron el cambio en la puntuacion total de WOMAC y el cambio en el volumen de
cartilago total en los sujeto placebo con la siguiente férmula:

Rango (cambio en el punto final) ~ grupo del genotipo + grado de Kellgren Lawrence [2; 3] + Sexo [Femenino;
Masculino] + Edad [<65; 265] + IMC [<30, =30].

No se encontro una diferencia significativa en la puntuacion total de WOMAC entre los sujetos de los cuatros grupos
genotipicos diferentes (valor p = 0,63, Tabla 10). Sin embargo, se encontraron diferencias significativas en el cambio
del volumen de cartilago total (valor p = 0,02, Tabla 9). Los sujetos del grupo del genotipo ‘G/G IL-1RN rs9005 y T/T
IL-1RN rs315952’ tenian un volumen de cartilago total significativamente mayor comparado con el de los sujetos de
los grupos genotipicos restantes.

La independencia del ensayo entre el grado de Kellgren-Lawrence y los sujetos a partir de un grupo genotipico dado
demostré que el grupo del genotipo ‘G/G IL-1RNrs9005 y el genotipo T/T IL-1RN rs315952’ tiene una escasa
significancia en los sujetos con un grado 3 de Kellgren-Lawrence (test exacto de Fisher valor p = 0,0179, Tabla 11).
La razén de momios correspondiente es 0,306 (con intervalos de confianza del 95% [0,096, 0,885]). Esto demuestra
que los sujetos del grupo genotipico ‘G/G IL-1RN rs9005 y T/T IL-1RN rs315952’ se clasifican con una enfermedad
de osteoartritis menos grave que la de los sujetos de otros grupos genotipicos. Prestando soporte a este resultado,
los sujetos del grupo genotipico ‘G/G IL-1RN rs9005 y T/T IL-1RN rs315952’ tienen puntuaciones totales de WOMAC
minimamente inferiores a la de los sujetos de referencia de otros grupos genotipicos (suma de rangos valor p =
0,0927, véase la Figura 6). Ademas, los sujetos del grupo del genotipo ‘G/G IL-1RN rs9005 y T/T IL-1RN rs315952’
tienen un volumen del cartilago total de referencia significativamente superior al de los sujetos de otros grupos
genotipicos (suma de rangos valor p = 0,0204, véase la Figura 8).

Curiosamente, no hubo diferencia en el porcentaje de los sujetos con un grado 3 de Kellgren-Lawrence entre el
grupo genotipico ‘que tiene A en IL-1RN rs9005 y tiene C en IL-1RN rs315952’ (es decir, super sensibles) y los
sujetos del resto de grupos genotipicos (test exacto de Fisher valor p = 0,2736, razén de momios = 1,693 [0,637,
4,769], Tabla 12). Por tanto, el grupo super sensible no aumenta en los sujetos con una enfermedad de osteoartritis
grave. Esto se confirma ademas con el hecho de que las puntuaciones totales de WOMAC de referencia y el
volumen del cartilago total de referencia, son comparables entre los sujetos sUper sensibles y otros sujetos (véanse
las Figuras 7 y 9).

El analisis con el haplotipo C-T-A, no revel6 diferencia en el porcentaje de sujetos con un grado 3 de Kellgren-
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Lawrence y que soporta al menos una copia del haplotipo C-T-A (test exacto de Fisher valor p = 1).
3.3. Resultados clinicos utilizando el test diagnéstico genético
Sin ninguna clasificacion genética, los resultados clinicos de la terapia con FGF-18 son los siguientes:

1) incremento significativo en el volumen de cartilago total (es decir, reparacion del cartilago) en sujetos tratados
(MAD100) en comparacion con los sujetos placebo (valor p = 0,0157); 2) mejora muy pequefia en las puntuaciones
totales de WOMAC en los sujetos tratados (MAD100) en comparacion con los sujetos placebo (valor p = 0,1044); 3)
20% de AIRs en los sujetos tratados. Estos resultados se resumen en la Tabla 13 y los resultados detallados se
presentan en la Tabla 14 y en la Tabla 15. Para la visualizacion de datos se proporcionan también las Figuras 10 y
13. Se entiende que las figuras 10 a 15 no corresponden al modelo lineal multivariable utilizado para los analisis.
Estas figuras se proporcionan solo para facilitar la interpretacion de los resultados.

El test diagnostico propuesto (Tabla 4) tiene por objetivo:

1. Identificar a los sujetos sensibles y tratarlos con la dosis de FGF-18 propuesta (por ejemplo, 100 mcg).
2. Identificar a los sujetos super sensibles y tratarlos con una dosis baja de FGF-18 (por ejemplo, 30 mcg).
3. Identificar a los sujetos no sensibles y excluirlos de la terapia con FGF-18.

Retrospectivamente, los resultados clinicos para los sujetos seleccionados para la terapia con FGF-18, son:

1. Incremento significativo en el volumen de cartilago total en los sujetos tratados (sensibles para cohorte
MAD100 + super sensibles para cohorte MAD0O30) en comparacion con los placebo (valor p = 0,0016 Tabla
18, Figura 14). Los estudios de simulacion (bootstrap) mostraron que esta mejora del volumen del cartilago
es significativamente mayor que la mejora obtenida cuando no se utilizé el test diagndstico (valor p <1E-4).

2. Comparable mejora en las puntuaciones totales de WOMAC entre los sujetos tratados y los placebo (valor p
=0,6603, Tabla 17, Figura 11).d

3. 11,43% de AIRs en los sujetos tratados (Tabla 16).
Por el contrario, los sujetos identificados como no sensibles tienen los siguientes resultados clinicos:

1. Mejora significativamente mas baja en el volumen de cartilago total en los sujetos tratados (no sensibles
para cohorte MAD100) en comparacion con los placebo (valor p = 0,0289, Tabla 21). Los sujetos con
cohorte MADOQ30 tienen resultados similares a la de los sujetos del cohorte MAD100 (Figura 15). Por tanto,
ninguna de las dosis investigadas mostré una mejora con respecto a la de los placebo.

2. Aunque el valor p del modelo lineal multivariable no es significativo (valor p =0,3068, Tabla 20), no hay
mejora en la puntuacion total de WOMAC para los sujetos tratados (cambio medio = -1) mientras que es
algo mejor para los placebo (cambio medio = -39). Los sujetos de los cohortes MAD0O10 y MADO30 tienen
resultados similares a la de los sujetos del cohorte MAD100 (Figura 12). Por tanto, ninguna de las dosis
investigadas mostré una mejora con respecto a la de los placebo.

3. 22,2% de AIRs en los sujetos tratados (Tabla 19).
Tablas
Tabla 1: Lista de SNPs candidatos

Gen/descripcion SNPs ensayados
FGF-18 rs3806929, rs4073716, rs9313543, rs4076077, rs4073717, rs6555956,
rs10065728, rs4620037, rs11553493
FGFR1 §2288696, rs2978073, rs11777067, rs6983315, rs7012413, rs6996321
FGFR2 rs3135810, rs2278202, rs1649200, rs7090018, rs2912759, rs2912787, rs2981449,

rs2981432, rs10736303, rs1078806, rs2981575, rs1219648, rs1219643,
rs2912774, rs2162540, rs2981582, rs3135715, rs3750819, rs755793

FGFR3 rs17880763, rs17881656, rs17882190, rs17884368
FGFR4 rs442856, rs422421, rs2011077
FGFRL1 rs4647934
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IL10 rs1878672, rs3024493, rs1554286, rs3024491, rs3024490
IL1A rs1304037, rs3783550, rs3783525, rs1800587
IL1B rs1143627, rs1143634, rs1143633, rs3136558
IL1RN rs9005, rs315952, rs444413, rs3181052, rs419598, rs423904, rs442710,
rs447713, rs451578, rs432014, rs431726, rs452204, rs3087266, rs579543
IL6 rs1800795, rs1800797, rs1474347, rs2069840, rs1800796

Asociacion minima con AIRs (a
partir de exploracién de todo el
genoma)

rs5934659, rs12407610, rs1344049, rs10954969, rs1522844, rs2685592,
rs6697273, rs887071, rs1105227, rs6846033, rs871746, rs11815080, rs6949763,
rs897718, rs7651624, rs6989732, rs7786717, rs10093384, rs11737974,
rs3122569, rs12453065, rs1992509, rs2202731, rs6897534, rs747159, rs4342357,
rs2447011, rs4770271, rs10430746, rs7032155, rs10948190, rs7073333,
rs6495812, rs946120, rs1047813, rs2032790, rs3865404, rs11040899, rs1968294,
rs723077

Asociacion minima con la
puntuacion total de WOMAC (a
partir de exploracién de todo el

rs12410403, rs587505, rs9902708, rs734397, rs894013, rs932241

genoma)
TNFRS1B rs1061622
Region VDR rs731236, rs7975232, rs1544410

Tabla 2a: Detalles de [d SNP TagMan evaluados en el periodo 1

Simbolo Genético Idrs Id Ensayo Alelos NCBI Tipo de ensayo
FGF-18 rs4073716 C _27537611_10 cIT Ensayado Funcionalmente
FGF-18 rs11553493 NA GIT Personalizado

FGF-18, NPM1 rs3806929 C_ 11274941 _10 cIT Ensayado Funcionalmente
FGFR2 rs755793 C_2414603_10 CIT Validado
FGFR3 rs17881656 NA CIT Personalizado
FGFR3, LETM1 rs17880763 C _58182661_10 AT Ensayado Funcionalmente
FGFR3, LETM1 rs17882190 C 58182657 _10 A/G Ensayado Funcionalmente
IL1B rs1143627 C_1839944_10 CIT Validado
IL-6 rs1800795 hCV1839697 C/IG Personalizado/sistema SNPIlex
IL6,LOC541472 rs1800796 C_ 11326893 10 C/IG Ensayado Funcionalmente
LETM1, FGFR3 rs17884368 C 58182646 _10 A/G Ensayado Funcionalmente
LOC100131885,FGFR2 rs3750819 C 27511529 10 C/IG Ensayado Funcionalmente
LOC541472,IL6 rs1800797 C_1839695 20 A/G Ensayado Funcionalmente
TNFRSF1B rs1061622 C 8861232 _20 GIT Ensayado Funcionalmente
VDR rs7975232 C 28977635 10 A/C Ensayado Funcionalmente
VDR rs731236 C_2404008_10 cIT Ensayado Funcionalmente
VDR rs1544410 C_8716062_10 AIG Validado
Simbolo Genético Idrs Id Ensayo Alelos NCBI Tipo de ensayo
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IL1RN rs9005 C 3133528 10 A/G Ensayado funcionalmente
IL1RN rs315952 C_11512470_10 CIT Validado
Tabla 2b: Detalles de Id SNP TagMan evaluados en el periodo 2
Simbolo del gen Idders Id de ensayo Alelos NCBI Tipo de ensayo
IL1RN rs9005 C__ 3133528_10 A/G Funcionalmente ensayado
IL1RN rs315952 C__11512470_10 CIT Validado

Tabla 3: Secuencias de cebadores Tagman

Referencia del

ID del ensayo Applied

Secuencias de los cebadores

SNP Biosystems
rs315952 C_11512470_10 Cebador 1: GCTTCGCCTTCATCCGCTCAGACAG o secuencia
complementaria
Cebador 2:GGCCCCACCACCAGTTTTGAGTCTG o secuencia
complementaria
rs9005 C 3133528 10 Cebador 1: TGTGCCTCTGCCTGTCTCCCCCACC o secuencia

complementaria
Cebador 2:

GGCTGGGAGCTCTGCAGAGCAGGAA o secuencia
complementaria

Tabla 4: Categorias del genotipo identificado en la Dosis de cohorte Ascendente Multiple (100 mcg)

rs9005 (A/G)

G/IG Con A
TT Grupo A: no sensibles Grupo B:
(20% de MAD100)
Sensibles (27% de
MAD100)
rs315952
ConC Grupo C: Grupo D:
(T/C)

Sensibles (38% de
MAD100)

Super sensibles (15% de
MAD100)

Tabla 5: Tabla de contingencia: predicciones de AIRs en base a los genotipos rs9005 y rs315952 con sujetos de la
seccion MAD100 con FGF-18 (n=45)

Estado AIR real

Sujetos con AIRs Sujetos sin AIRs

Estado previsto

Previsto con AIRs

5 2

Previsto sin AIRs

4 34
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Tabla 6: Rendimiento en las predicciones de AIRs en base a los genotipos rs9005 y rs315952 con sujetos de la
seccion MAD100 con FGF-18 (n=45)

Medida del rendimiento valor
Sensibilidad 55,56%
Exactitud 86,67%
Especificidad 94,44%
Precision 71,43%
Valor predictivo negativo 89,47%
Sensibilidad y precisién (puntuacién F1) 62,50%

Tabla 7: Tabla de contingencia: predicciones de AIRs en base de la presencia/ausencia del haplotipo C-T-A con
sujetos de la seccion MAD100 con FGF-18 (n=48)

Estado AIR real
Sujetos con AIRs Sujetos sin AIRs
Previsto con AIRs 6 7
Estado previsto Previsto sin AIRs 4 31

Tabla 8: Rendimiento en las predicciones de AIRs en base a la presencia/ausencia del haplotipo C-T-A con sujetos
de la seccion MAD100 con FGF-18 (n=48)

Medida del rendimiento valor
Sensibilidad 60%
Exactitud 77,08%
Especificidad 81,58%
Precision 46,15%
Valor predictivo negativo 88,57%
Sensibilidad y precisién (puntuacién F1) 52,15%

Tabla 9: Modelo lineal multivariable para el cambio el en volumen de cartilago total sélo con sujetos placebo

término del modelo coeficiente de Error Estandar puntuacion Z Valor p
regresion
Intercepcion 78,44 23,68 3,31 0,0035
Grupo [B-C-D; sélo 83,11 33,85 2,46 0,0234
Al
Grado de Kellgren- -12,93 22,36 -0,58 0,5695
Lawrence [2; 3]

Edad [<65; >=65] -15,83 20,86 -0,76 0,4569
IMC [<30; >=30] 4,02 21,61 0,19 0,8545
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Sexo [Femenino; -15,01 20,31 -0,74 0,4683

Masculino]
Tabla 10: Modelo lineal multivariable para la puntuacion total de WOMAC sélo con sujetos placebo
término del modelo coeficiente de Error Estandar puntuacion Z Valor p
regresion
Intercepcion 63,76 20,40 3,13 0,0051
Grupo [B-C-D; sélo -13,98 28,71 -0,49 0,6313
Al
Grado de Kellgren- -25,47 18,83 -1,35 0,1906
Lawrence [2; 3]

Edad [<65; >=65] 0,34 17,66 0,02 0,9847

IMC [<30; >=30] 46,97 18,08 2,60 0,0168

Sexo [Femenino; 29,74 17,01 1,75 0,0950
Masculino]

Tabla 11: Tabla de contingencia: Grado de Kellgren-Lawrence (3 6 2) en base a la presencia/ausencia del genotipo
‘G/G rs9005 T/T rs315952’ — El analisis se realiz6 utilizando todos los sujetos de todos los regimenes de dosificacion
(incluyendo los placebo). Test exacto de Fisher valor p es 0,0179, razén de momios es 0,306 con el 95% de intervalo
de confianza [0,096, 0,885]

genotipo Grado 3 Grado 2
G/G rs9005 T/T rs315952 7 15
otro 60 39

Tabla 12: Tabla de contingencia: Grado de Kellgren-Lawrence (3 6 2) en base a la presencia/ausencia del genotipo
‘A rs9005 C rs315952’ — El analisis se realiz6 utilizando todos los sujetos de todos los regimenes de dosificacion
(incluyendo los placebo). Test exacto de Fisher valor p es 0,2736, razén de momios es 1,693 con el 95% de intervalo
de confianza [0,637, 4,769]

genotipo Grado 3 Grado 2
con A rs9005 con C rs315952 17 9
otro 50 45

Tabla 13: Resultados clinicos sin ensayo diagnéstico (45 sujetos tratados con 100 mcg de FGF-18 y 27 placebos) —
Delta corresponde a la diferencia entre el cambio medio en los placebos y el cambio medio en los sujetos tratados.

El valor p corresponde al valor p del modelo lineal multivariable ajustado para el sexo, edad, IMC y grado KL

Grupos A,B,C,D Cambio Cambio medio en los sujetos delta valor p
medio en los tratados (MAD100)
sujetos
placebo
Cambio en la puntuacién -19 -10 9 0,1044
total de WOMAC
Cambio en el volumen de -44.68 102,25 146,93 0,0157
cartilago total
%AIRs 3,7 20 16,3 NA
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Tabla 14: Modelo lineal multivariable para el cambio en la puntuacion total de WOMAC con todos los sujeto placebo
y todos los sujetos tratados con MAD100

término del coeficiente de Error Puntuacion Z Valor p LR Chi- Valor p
modelo regresion Estandar (GLM) cuadrado (anova)
(anova)
Intercepcion 59,51 14,86 4,00 0,0002 NA NA
Edad [<65; 11,07 12,61 0,88 0,3834 0,77 0,3802
>=65]
Seccion (dosis 19,51 12,02 1,62 0,1091 2,64 0,1044
de 100 mcg)
IMC [<30; >=30] 13,24 12,09 1,10 0,2774 1,20 0,2734
Sexo [Femenino; 20,13 11,84 1,70 0,0937 2,89 0,0890
Masculino]
Grado de 0,14 11,79 0,01 0,9902 0,00 0,9902
Kellgren-
Lawrence [2; 3]

Tabla 15: Modelo lineal multivariable para el cambio en el volumen de cartilago total con todos los sujeto placebo y
todos los sujetos tratados con MAD100

término del coeficiente de Error Puntuacion Z Valor p LR Chi- Valor p
modelo regresion Estandar cuadrado (anova)
(anova)
Intercepcion 79,10 13,37 5,92 0,0000 NA NA
Edad [<65; -15,10 11,35 -1,33 0,1878 1,77 0,1832
>=65]
Seccion 26,12 10,81 2,42 0,0185 5,84 0,0157
[Placebos;
tratados]
IMC [<30; >=30] -14,60 10,87 -1,34 0,1841 1,80 0,1795
Sexo 1,05 10,65 0,10 0,9216 0,01 0,9213
[Femenino;
Masculino]
Grado de -1,25 10,61 -0,12 0,9065 0,01 0,9061
Kellgren-
Lawrence [2; 3]
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Tabla 16: Resultados clinicos para sujetos clasificados como 1) sensibles (grupos B y C, n=29, tratados con 100
mcg de FGF-18) o 2) super sensibles (grupo D, n=6, tratados con una dosis de FGF-18 inferior: 30 mcg). Se
incluyeron en el analisis 24 placebos, con genotipos del grupo B, C o D — Delta corresponde a la diferencia entre el
cambio medio en los placebos y el cambio medio en los sujetos tratados. El valor p corresponde al valor p del
modelo lineal multivariable ajustado para el sexo, edad, IMC y grado KL

Grupos B, C,D Cambio Cambio medio en los sujetos delta valor p
medio en los tratados (MAD100+MAD30)
sujetos
placebo
Cambio en la puntuacién -16,5 -13 3,5 0,6603

total de WOMAC

Cambio en el volumen de -114,91 102,25 217,16 0,0016
cartilago total

%AIRs 0 11,43 11,43 NA

Tabla 17: Modelo lineal multivariable para el cambio en la puntuacion total de WOMAC con sujetos clasificados
como 1) sensibles (grupos B y C, n=29, tratados con 100 mcg de FGF-18) o 2) super sensibles (grupo D, n=6,
tratados con una dosis de FGF-18 inferior: 30 mcg). Se incluyeron en el analisis 24 placebos, con genotipos del
grupoB,CoD

término del coeficiente de Error Puntuacion Z Valor p LR Chi- Valor p
modelo regresion Estandar cuadrado (anova)
(GLM) (anova)
Intercepcion 67,09 16,25 413 0,0001 NA NA
Edad [<65; 7,23 13,33 0,54 0,5900 0,29 0,5877
>=65]
Seccion 5,82 13,24 0,44 0,6621 0,19 0,6603
[Placebos;
tratados]
IMC [<30; >=30] 3,87 12,82 0,30 0,7641 0,09 0,7629
Sexo [Femenino; 16,54 13,68 1,21 0,2322 1,46 0,2268
Masculino]
Grado de 6,67 13,09 0,51 0,6124 0,26 0,6103
Kellgren-
Lawrence [2; 3]

Tabla 18: Modelo lineal multivariable para el cambio en el volumen de cartilago total con sujetos clasificados como 1)
sensibles (grupos B y C, n=29, tratados con 100 mcg de FGF-18) o 2) super sensibles (grupo D, n=6, tratados con
una dosis de FGF-18 inferior: 30 mcg). Se incluyeron en el analisis 24 placebos, con genotipos del grupo B, Co D

término del coeficiente de Error Puntuacion Z Valor p LR Chi- Valor p
modelo regresion Estandar cuadrado (anova)
(GLM) (anova)
Intercepcion 64,94 14,46 4,49 0,0000 NA NA
Edad [<65; -15,89 11,86 -1,34 0,1860 1,79 0,1803
>=65]
Seccion 37,14 11,78 3,15 0,0027 9,94 0,0016
[Placebos;
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tratados]

IMC [<30; >=30] -5,47 11,40 -0,48 0,6332 0,23 0,6312

Sexo [Femenino; 1,14 12,18 0,09 0,9258 0,01 0,9254
Masculino]

Grado de 1,27 11,65 0,11 0,9137 0,01 0,9133
Kellgren-
Lawrence [2; 3]

Tabla 19: Resultados clinicos para los sujetos clasificados como no sensibles mediante el test diagnostico (MAD100
n=9, MADPL n=3) — Delta corresponde a la diferencia entre el cambio medio en los sujetos placebo y el cambio
medio en los sujetos tratados. El valor p corresponde al valor p del modelo lineal multivariable ajustado para el sexo,
edad, IMC y grado KL

Sélo Grupo A Cambio Cambio medio en los sujetos delta valor p
medio en los tratados (MAD100)
sujetos
placebo
Cambio en la puntuacién -39 -1 38 0,3068

total de WOMAC

Cambio en el volumen de 224 .56 117,92 -106,64 0,0289
cartilago total

%AIRs 33,33 22,22 -11,11 NA

Tabla 20: Modelo lineal multivariable para el cambio en la puntuacion total de WOMAC con sujetos clasificados
como no sensibles mediante el test diagndstico (MAD100 n=9, MADPL n=3)

término del coeficiente de Error Puntuacion Z Valor p LR Chi- Valor p
modelo regresion Estandar cuadrado (anova)
(GLM) (anova)
Intercepcion 38,99 40,18 0,97 0,3693 NA NA
Edad [<65; 1,62 45,92 0,04 0,9730 0,00 0,9718
>=65]
Seccion 43,10 42,18 1,02 0,3462 1,04 0,3068
[Placebos;
tratados]
IMC [<30; >=30] 18,24 38,93 0,47 0,6558 0,22 0,6393
Sexo [Femenino; 43,01 33,47 1,29 0,2461 1,65 0,1987
Masculino]
Grado de -19,53 34,44 -0,57 0,5911 0,32 0,5706
Kellgren-
Lawrence [2; 3]
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Tabla 21: Modelo lineal multivariable para el cambio en el volumen de cartilago total con sujetos clasificados como
no sensibles mediante el test diagnostico (MAD100 n=9, MADPL n=3)

término del coeficiente de Error Puntuacion Z Valor p LR Chi- Valor p
modelo regresion Estandar cuadrado (anova)
(GLM) (anova)
Intercepcion 128,67 15,26 8,43 0,0002 NA NA
Edad [<65; 47,00 17,44 2,70 0,0358 7,27 0,0070
>=65]
Seccion -35,00 16,02 -2,19 0,0715 4,78 0,0289
[Placebos;
tratados]
IMC [<30; >=30] 30,67 14,78 2,07 0,0834 4,30 0,0380
Sexo [Femenino; -39,00 12,71 -3,07 0,0220 9,42 0,0022
Masculino]
Grado de 7,00 13,08 0,54 0,6117 0,29 0,5925
Kellgren-
Lawrence [2; 3]

Tabla 22: Resumen de los resultados clinicos y de las opciones terapéuticas potenciales en base a los genotipos

rs9005 y rs315952

Grupo A

Grupos By C

Grupo D

100mcg

100mcg

100mcg

30mcg

Cambio en la

Empeoramiento

Cambio en la

Cambio en la

Cambio en la puntuacién

puntuacién total significativo de la puntuacién puntuacién WOMAC comparable a la
de WOMAC puntuacion WOMAC WOMAC WOMAC mayor del placebo
comparado con el comparable a la que en el placebo
placebo del placebo
Cambio en el Sin mejora Significativa Significativa Significativa mejora del
volumen de mejora del mejora del volumen del cartilago
cartilago total volumen del volumen del (significativamente mejor
cartilago cartilago (mejora que con 100mcg)
maxima entre
todos los grupos
tratados con
100mcg)
AIRs 2/9 sujetos tratados 2/29 sujetos 5/7 sujetos 2/6 sujetos tratados (0/7 en
(1/3 en placebos) tratados (0/17 en tratados (0/7 en placebos)
placebos) placebos)
Opcion Sin beneficio de la Tratar hasta Tratar a 30mcg
terapéutica terapia con FGF-18 100mcg
potencial
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REIVINDICACIONES

1. Un método para predecir la sensibilidad al tratamiento con un compuesto de FGF-18 en un sujeto que tiene
un trastorno del cartilago, comprendiendo el método las etapas de:

a. Determinar, a partir de una muestra de acido nucleico, el genotipo de ambos locus de IL-1RN
rs9005 y de IL-1RN rs315952;

b. Predecir a partir del resultado de la etapa a, la sensibilidad alta, intermedia, baja o inexistente de
dicho sujeto al tratamiento con FGF-18.

2. El método segun la reivindicacion 1, que comprende las etapas de:

a. Determinar, a partir de la muestra de acido nucleico, la presencia del genotipo G/G en IL-1RN
rs9005 y T/T en IL-1RN rs315952, y

b. Predecir a partir de la presencia de dicho genotipo la sensibilidad baja o inexistente al tratamiento
con un compuesto de FGF-18.

3. El método segun la reivindicacion 1, que comprende las etapas de:

a. Determinar, a partir de la muestra de acido nucleico, la presencia del genotipo A/G o A/A en IL-
1RN rs9005 y T/C o C/C en IL-1RN rs315952, y

b. Predecir a partir de la presencia de dicho genotipo la sensibilidad alta al tratamiento con un
compuesto de FGF-18.

4, El método segun la reivindicacion 1, que comprende las etapas de:

a. Determinar, a partir de la muestra de acido nucleico, la presencia de un genotipo que se
selecciona del grupo que consiste en:

i. G/G en IL-1RN rs9005 y T/C o C/C en IL-1RN rs315952, o
ii. A/G o A/A en IL-1RN rs9005 y T/T en IL-1RN rs315952, y

b. Predecir a partir de la presencia de dicho genotipo la sensibilidad intermedia al tratamiento con un
compuesto de FGF-18.

5. Un método para seleccionar a un paciente que tiene un trastorno del cartilago para la inclusién o exclusion
de un tratamiento o ensayo clinico, con un compuesto de FGF-18, en base a su probabilidad de ser sensible a dicho
tratamiento, comprendiendo las etapas de:

a. Determinar, a partir de la muestra de acido nucleico, el genotipo de ambos locus IL-1RN rs9005 y
IL-1RN rs315952, en donde el genotipo del paciente con respecto a dicho locus es predictivo acerca del
riesgo de un paciente de ser sensible o no sensible a dicho tratamiento, y

b. Seleccionar los pacientes sensibles por ser adecuados para dicho tratamiento.
6. El método segun la reivindicacion 5, que comprende las etapas de:
a. Determinar, a partir de la muestra de acido nucleico, la presencia del genotipo G/G en IL-1RN

rs9005 y T/T en IL-1RN rs315952, y

b. Excluir a los pacientes que presentan dicho genotipo del tratamiento con el compuesto de FGF-18.
7. El método segun la reivindicacion 5, que comprende las etapas de:
a. Determinar, a partir de la muestra de acido nucleico, la presencia de un genotipo que se

selecciona del grupo que consiste en:
i. G/G en IL-1RN rs9005 y T/C o C/C en IL-1RN rs315952, o
iii A/G o A/A en IL-1RN rs9005 y T/T, T/C o C/C en IL-1RN rs315952, y

b. Incluir al paciente que presenta cualquiera de dichos genotipos en el tratamiento con un
compuesto de FGF-18.

8. El método segun la reivindicacion 7, en donde dicho paciente se seleccionara ademas para un régimen
terapéutico alternativo, en el que la dosis del compuesto de FGF-18 del régimen terapéutico alternativo que se
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administra se reduce en comparacién con la dosis del compuesto de FGF-18 a administrar a un paciente que no
presenta riesgo de ser muy sensible al tratamiento con el compuesto de FGF-18, dicho paciente debera presentar el
genotipo A/G o A/A en IL-1RN rs9005 y T/C o C/C en IL-1RN rs315952.

9. El método segun la reivindicacion 7, en donde dicho paciente se seleccionara ademas para un régimen
terapéutico alternativo, en el que la dosis del compuesto de FGF-18 del régimen alternativo que se administra se
reduce en comparacion con la dosis del compuesto de FGF-18 a administrar a un paciente que no presenta riesgo
de desarrollar efectos AIR, dicho paciente debera presentar el genotipo A/G o A/A en IL-1RN rs9005 y T/C o C/C en
IL-1RN rs315952.

10. El método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en donde el trastorno del cartilago se selecciona

del grupo que consiste en osteoartritis, lesion del cartilago, fracturas que afectan al cartilago de la articulacion o
procedimientos quirurgicos con impacto sobre el cartilago de la articulacion, tal como la microfactura.
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SEQ ID NO.1: Secuencia de aminoacidos del FGF-18 humano nativo

Met Tyr Ser Ala Pro Ser Ala Cys Thr Cys Leu Cys Leu His Phe Leu
Leu Leu Cys Phe Gln Val Gln Val Leu Val Ala Glu Glu Asn Val Asp
Phe Arg Ile His Val Glu Asn Gln Thr Arg Ala Arg Asp Asp Val Ser
Arg Lys Gln Leu Arg Leu Tyr Gln Leu Tyr Ser Arg Thr Ser Gly Lys
His Ile Gln Val Leu Gly Arg Arg Ile Ser Ala Arg Gly Glu Asp Gly
Asp Lys Tyr Ala Gln Leu Leu Val Glu Thr Asp Thr Phe Gly Ser Gln
Val Arg Ile Lys Gly Lys Glu Thr Glu Phe Tyr Leu Cys Met Asn Arg
Lys Gly Lys Leu Val Gly Lys Pro Asp Gly Thr Ser Lys Glu Cys Val
Phe Ile Glu Lys Val Leu Glu Asn Asn Tyr Thr Ala Leu Met Ser Ala
Lys Tyr Ser Gly Trp Tyr Val Gly Phe Thr Lys Lys Gly Arg Pro Arg
Lys Gly Pro Lys Thr Arg Glu Asn Gln Gln Asp Val His Phe Met Lys
Arg Tyr Pro Lys Gly Gln Pro Glu Leu Gln Lys Pro Phe Lys Tyr Thr
Thr Val Thr Lys Arg Ser Arg Arg Ile Arg Pro Thr His Pro Ala

SEQ ID NO.2: Secuencia de aminoacidos del FGF-18 truncado recombinante (trFGF-18)

Met Glu Glu Asn Val Asp Phe Arg Ile His Val Glu Asn Gln Thr Arg
Ala Arg Asp Asp Val Ser Arg Lys Gln Leu Arg Leu Tyr Gln Leu Tyr
Ser Arg Thr Ser Gly Lys His Ile Gln Val Leu Gly Arg Arg Ile Ser
Ala Arg Gly Glu Asp Gly Asp Lys Tyr Ala Gln Leu Leu Val Glu Thr
Asp Thr Phe Gly Ser Gln Val Arg Ile Lys Gly Lys Glu Thr Glu Phe
Tyr Leu Cys Met Asn Arg Lys Gly Lys Leu Val Gly Lys Pro Asp Gly
Thr Ser Lys Glu Cys Val Phe Ile Glu Lys Val Leu Glu Asn Asn Tyr
Thr Ala Leu Met Ser Ala Lys Tyr Ser Gly Trp Tyr Val Gly Phe Thr
Lys Lys Gly Arg Pro Arg Lys Gly Pro Lys Thr Arg Glu Asn Gln Gln
Asp Val His Phe Met Lys Arg Tyr Pro Lys Gly Gln Pro Glu Leu Gln
Lys Pro Phe Lys Tyr Thr Thr Val Thr Lys

Fig. 16(a)
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SEQID NO. 3: gen de IL1RN

gggcagctcee
cagcagctca
ctcceccatgg
ggaaaatgtc
ggaaaatgtc
tccatgggag
cagcaggtga
agggtcattt
agaaagaaca
tctgagggtt
cagttccacc
cagaagagtc
agcaagcaga
gtgtggggca
ctaatttaaa
ttgggaggcc
atggtgaaac
tgcaatctta
gttgcagtga
tctctaaaaa
ggccattcte
tctagaggaa
atgggtcatg
actgaaccct
gaaatggata
gaggtggatt
gagacttaat
gggcagcaga
aatgttagcc
cttagaacca
tcccaaaata
tggattgaat
gaggaaccac
cagaacaggg
agggtgagaa
ttggacaagt
acttccctta
aatgctgact
ctagatatga
taaaaattaa
tgagtggcag
tatgtatgta
tgctaataaa
tgcagcagca
aattatctga
agtcaagaaa
gagctttccc
cctccccaaa
cccaaaagaa
cagagagaaa
ctgggtttca
tgagtagttt
tcettetect
tcetettett
tcttcatcgt
aaagtaaagqg
tctataaagt
ctttgcacag
aactataaca
tcctectgte
catgtaccgc
gctaacccat
ttcacagtaa

accctgggag
gttgagttag
ctttaggtaa
tacaattggt
aagcgcatgg
accatgcagg
acagagaggt
tccactgttg
gtgtgagctc
gattgataag
agttgtcaca
cgatattctg
taaaatattt
aagaaaaaaa
attggccccect
aaggtgggtg
cctgtectcta
gctacttggg
atggagatca
aaaatatgta
ctttctgggt
gctggacaac
gacacgttac
ctcaataacc
tagagagatt
gactgcagac
gaaatcatgg
tcctecectg
catggtctta
gataccaata
ttttgaactg
tcgggaaaaa
attctccatc
tgccaagaag
cagagggtaa
cattcatttc
cagctgactt
caaagggtaa
acaacatctt
tcagaatgaa
actcactaag
tgtatgcatg
aacactacac
gccaccagag
gtttttcagg
gtcctggaca
tgtaacctgt
ttttcaagaa
acaccataag
aagtcagtgg
atcctggcect
cttcttcectte
cttcttecttce
cttcttctte
cttcgtcttce
aataaaagaa
cactatgaat
ctgttatgtg
ggtaagcaac
tgcaggggga
tgaaaacaca
aaactgctgg
gttaaccatg

ggactgtggce
agtctggaag
gctccttcea
gtttatcaaa
agctccaggce
cactctgagg
gtaactgctg
atagaatagg
aatgagaaat
gaagggtggg
agagaatgca
atttcattat
aaattataag
ctctcaggat
gaggctgggce
gatctcttga
ttaaaaatac
tagctaagygc
caccactgca
aagataaata
cttactttecc
tcttagcttg
aagctaggcg
ctatgaggaa
agataatttg
attctgtctt
agaggggaat
tccececagtg
tgtgtttttc
cattgtgaag
acacacaata
agtgcaataa
taaggccagg
agaaaagttg
aggatagaga
tctggacctce
gtatgaagaa
attattttta
gattatgtag
aacgattgat
gtttttgaat
tatctatcta
tggcagggta
gtaccagtgc
gactgagggg
aaccaaggta
gtaaggtttt
attatgaact
aacaaatata
cctctttagg
ggccaggatc
ttcttecttet
ttcttettet
ttcctecttcee
gtcttctttt
tggccactcce
ttatactcat
gacaaaagga
acagttgtcc
ttataaaact
agataactgc
ggcaaaaatc
tagatctgag
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ccaggtactg
acctcagaag
ctctcatttt
tgctttcagg

ctgtctgggg
caggggctgc
tgacagaagt
gaaattggtg
actaatagaa
gactgtggag
ggctcaggtyg
atatagtatt
ctgcecagttt
cattggtatg
gtggtggctc
ggtcaagagt
aaaaattagc
aggagaattg
ctccagtctg
aaatgaaata
ttgcactcct
tagtaagcac
ccttgetgag
gggctattat
cccatggceea
caaaccacta
tgctttgtca
ggtacaatgg
aaatgtgtaa
aaataaatct
ggtgctaaat
gcttagtgaa
agtatgggag
acggggtgca
tggaaccatg
tgctttctct
ggaggtggag
ggatccaagt
ttgaaggaaa
tactaatata
actcctgtgt
tctgttgtet
caattataat
cctttaaggg
tttggcaagg
gttggtcact
agaatcattt
aaatagttac
attcttgctt
aggactgtag
tggagcaagt
tccteccecect
tcctettett
tcttcecctett
tattttcaaa
atagacagag
tttgaaagtg
gatctgtgtg
ccttceccecat
aatcatcaaa
ataagtaatg
atcttggaag
aggagagtag

cccgggtget
acctcctgtc
ttcacctgag
ctctggtgag
gatctgggcea
aagcctagtg
catggagtcc
aaatagccct
tgtggcactg
aattaagggce
gccagaactt
ctgattaaac
gcaacctceg
tagactctaa
acacctgtaa
tcaaggcctg
tgggcatggt
ctggaacccg
ggcaatagag
aaataggcct
ttctgggtgt
agtggaagtg
cactttacat
tgctcacatt
gacagctagt
cactatgcta
accacaagca
tccetggtag
agtaggatgc
ctgtgcttaa
aaatgtgtgt
gacaccatgt
gtatcaatgt
tactcggact
tgcatacact
ctacacaatg
gaggaggaga
ttgaaaacaa
ttaaagatga
tctgcaatgg
gattgctcta
aataaaatgg
cattaactgt
ttcataattt
tgtagaactt
ctagtccata
ctttccttat
tctatgagat
atgttaacca
tgtgggaaga
gagttaatct
tctcecctettce
cttcttecte
cttcctettce
gtgaaagcaa
tagcctgaac
ggtgtcaata
aaagtgtaac
ggtgtctgtt
gccaagaagg
actttcagtg
gctctgaacce
cttcttgtag

Fig. 16(b)
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actttatggg
ctatgaggcc
aaatgagaga
caagcgtcca
cggggaggca
cctgctgggg
ttggagtgtg
gttaaatgag
agccacaagg
ttggcacagt
ctecgetttte
cagacaataa
gttaggattt
ttttaagttt
tcccageatt
cctggccaac
ggtgcatgtc
ggaggtagag
agagacgctc
ctaatgagca
taagaggagg
tcagctctta
ggtttatccc
ttcagaagag
ataagaggag
tgggggcaca
gttattccgg
gttgtgctac
tggaaccact
aactggttca
taacttgaat
tccectgggta
ttgcccagca
ggaaactgga
ttgtgttacc
gggtcccacc
aggtgaagac
ttttaggcta
atggtttaat
tttattttcce
tgtatgtatg
atcacatctc
gcctggaatt
agaataatcc
tcagtaataa
accaggtaaa
taccaaaaat
aggagttcag
tgcaatgaag
aataactaaa
ttctaagcct
ttcttcctce
ctcctectee
ctcttattct
gtttattaag
cttgagttct
tgtctgtcca
acagagccta
cttctccatt
caagagcaag
cagattcata
tcagaaagga
ataacagttg
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2940
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3300
3360
3420
3480
3540
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3780



gattatatac
tagcagcaag
ccaaacctgt
acttggctac
accctggyggg
tgactgggaa
tggaaaacaa
ggccgaagcec
caagctggat
gcccaaatga
agtaaggatt
aggagggagg
cctgectcete
cccattcagt
ggaaattggc
cactgccctg
ccaacacgat
gataagtttc
acttttcaaa
gaataataag
cccagcactt
ctgactaaca
cacaagcctg
aggcggaggt
gaaactccat
cctaggttgt
atttccaaaa
agcccagaga
caaaaactte
accttaaatc
gtcagcctte
ggttacctgce
ctcagggtac
agtattcagc
gaaataggca
gccttegaaa
cagagaacta
aattaaccga
gctaaacact
cctaagacat
gggcttagac
cactagatac
gcattgtcett
gctgaggacc
aggacgccaa
gtgaggaaga
ttgacagccc
gggtcaggat
tcattgtgcce
tgtgagtatt
aatccttata
agaccaagac
ctccataact
cagactgggce
agccccgage
catttaccca
gtggccagga
aggacattgt
gagagaacct
gtgatacact
tctggaagag
caaaaacaaa
cttgaacgtg
gtacaggaat

catgtcctga
cctggggget
cctgctgect
ttggcaggac
tttgtatttc
agagcaactg
tattgcccat
actaaatgtg
gccaacattt
aaatgtttgt
gttttctgca
ttggagctga
tggggtgcgg
gatatcatgt
aaatggaaac
ccttcagagt
ctttataaaa
cagctcatcg
tcacttttcce
acttttgaaa
tgggaggcca
tagtgaaacc
taatcccagc
tgcggtgage
ctcaaaaaaa
ttatgaccaa
gatctctttg
ggtggagccee
agctgagttt
ctgcctacag
acaggtactg
ttttgaaagg
agataacaat
agtcagtaaa
ataaattgag
gaactgtgga
acaactgtac
tgttgagaaa
ttacaggcat
ggacagcctg
actcctgttg
aatttgatga
ttatgtgcta
cagaaccgag
ctgtttgggt
gggagagagc
ccecccctttg
acagagcagg
tgatctctcc
tceccaagtge
gtaaccgatg
aggctctgca
cctgccecag
cacttctcag
gtcttttctce
ggagccgcag
tggaactctc
tgagagaatt
atcatagtca
tgattattag
gcaaataagt
caaatgaata
tttcaaaaag
acagacatgc

tceectteat
gcagcttggt
tagggagctt
tgggtcagtg
ttgtgtttct
gagtctttgt
attgtgtggt
agatgaagcc
cacaaatagt
actgaaattt
agggggatga
gaaatgtgga
cagccagcag
cagtagcttg
ttttattgga
caatgaccct
cacacctgac
ggctggettt
tacccctacce
agtagattat
agatgggtgg
ctgtctctac
tactcaggag
ctagattgct
taaataaata
ctctcecctgcet
gaggcatcag
agcactggtg
ttgagcattc
ggagggtccc
aagccctect
ctcectggect
catccagagc
aaggatttag
atccagcagg
gaatatactc
aaaaaaggaa
tagccaacat
caacataaga
gtttccctat
tctctagtgt
ccaggacctc
tggtcttaaa
aataagatta
gagataagac
ttcecttgte
gagtcagagc
aaggctggga
cactttacct
cagggtcagg
atgtggcttce
cattgtgtgg
ggaccacccce
gacacagcgg
caggagaata
tgtgggtggg
caccctacct
atggtcttcc
ggtgctagct
caaatacttt
agacaggttc
aacaaaattc
gatgggtgac
cattttgect
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catccaggag
gggtagaggt
ctaataagtt
aggaccaaca
ttctettett
agcattatct
gtgtcctgtg
attacaaggc
gcttgegtga
gttaaagctt
aacttgtggg
gacaatttcc
gatccaatgg
aaattatccg
gattcaattg
atccaagttt
aacattaccc
aaaggccatt
tctaaatgct
gggctgggcea
atcacctgag
taaaaataca
gttgaggcag
ccactgcact
aataaagtag
gagaataact
agaatggcca
ccctttacte
atggaacttg
tgataatccce
ctgaatgatc
acctgtgcag
cttgaatgac
gcacatgcaa
gatttgaatc
agatttaaaa
ccaaatggaa
ctattgaaca
tgtgtcccct
ctctctgctt
ctagtagcac
cgatgaaagc
gcttcatcca
gtcagagatt
gaaaccaaga
ccectttette
aggcttgaga
gtgcagggca
ggggtaaaga
gcatgattca
tattattagc
ggtaatgaca
caccctcacc
ggaaatgaca
ctctctgaat
gctttttact
tggcaagcca
aattccggag
gccttctctt
ggaaatttta
atatacatca
ttctttggcee
tcactcaagg
gaaaaaatcc

agcagaggtg
actcaggggt
gatggatttg
aaaagaagac
tgtactaaaa
tagcaaaaat
acactcagga
agtgtgcaca
cacaaatgca
cccgacaaac
gtgagccatt
ctttagaagg
tgtatatgtc
tggtgggagt
ttaaactttt
aatccatctg
ttttattcag
tctectctgg
actcaaactc
cagtggctca
gtcgggagtt
aaattagttg
gggaattgct
ccagectggg
attacatcag
agaaaagcta
aggctgtaag
ctggggacat
gtgggggaga
cacccaattt
tcaagtcctg
caggagcaaa
ctctactgtg
gatgacctgt
atggatttga
cataagattg
atcctagaac
cttcccatgt
tacagcagtg
catcaaaacc
agggctcagc
catgggtgct
ggaagcagaa
tcectgtggge
gtggacttgt
ctctecctaa
ctggactggg
ggagcaaggg
agcatatgca
tcacgtgcag
tctatcagat
cagggggatt
ctgtgcatgt
cagagcaggg
tcagactggg
tgaaacgctg
cttctcttct
ggttgaagaa
tcagagagtg
aacgctaata
tcteccttcag
ctcataggaa
tcacactgtt
atcacccagg

Fig. 16(c)

48

gtcaccctga
acagatgtct
gttaaaatta
atcagattat
tatttaccca
ttacaaagtt
ttcaagtgtt
tctgtccacc
gttccaggag
tagatttatc
tgggctgagg
actgaatctc
tcececagete
attatgtcat
accagcacaa
tccactgtct
ttttttaaaa
acctcaccca
cagccatcect
cacctgtaat
cgagaccagc
ggggtggtgg
tgaacctggg
caacaagagc
atacctctgg
gacaaaacat
gaactgectg
gtgctggttt
tgaaatttgt
ggaaatctgg
ctagggtaga
agtgaaccat
cttaatatat
gtatcaggga
atcaggggca
gaatttttgg
tgaaagatgce
ggacagctgt
cagtgtccct
cctttacgtg
acatggaagc
gattgggaag
ctcggggggt
agaaatcata
ggccagaagce
gccacagtga
aaaggagggt
gctggggcat
aaagccacgg
catttcattc
aatgaaactg
cagacctaga
cgacaaagga
aggttccagg
gtcagagaaa
tctgaaggca
gcaatctgta
agacaaatag
tgagaataaa
ttcaacacac
ctagtcctca
gacactgttt
tatgaggaca
gaggtgacac
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6540
6600
6660
6720
6780
6840
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7140
7200
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7380
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aattttgcag
cattcatagt
tttgttggtt
actcatcaag
ctgeccteac
tttggagatg
actgcgacct
ggattacagg
tcaccatgtt
ctceccaagt
aaacacgttt
ttgtttgttt
tgcctcttec
aagcccgggg
ctgtgtgacc
atgccaggtt
atgcttctge
cctacccata
aatattgtaa
cttecttect
ccatttgtga
aatgaaatga
tagacccatt
gatgtaagat
atcaggggtc
gtagtggaac
acagctgagce
cagaatgttt
agtgacatga
tttctgctca
cagtagggag
gaaatcttaa
tccattgega
tgcgaggagg
gagtgactat
tgcagtcaca
ttcectgttece
gccttcaggt
aacatatcac
tggagaggat
gtttcaaaat
ctcaggaacc
ttgaatgtgc
tgatatgggc
ggtttcceccg
agggttgttg
agagcctgaa
taaagatgtyg
attccagcag
tgggccgagy
atatggggac
aggagatcct
tagaaactag
ctggccacce
tagccacact
ctgtttatta
aagaaaggat
tcecaagggt
tctagggaaa
tcttgaaact
atacttaaat
acatttaaag
acagaacatt
gctgaaacag
aaatgtgggce

aaatgttcta
cttectectt
ggaagatgtyg
atcaactgct
aagctgcatce
gagtcttact
ccatctcctg
cacatgccac
ggtcaggttg
gctgggatta
gagaaatagt
ttgtgaggac
cagagtgtga
ctggaggtca
ttggacagat
gggacaggat
accagcactg
aaataggagc
gtaaggaagt
acacctgctt
agaagacatg
tttgttcaag
cctgtccaaa
agtgggaaaa
agcagactca
acagctaggc
tgagtaatcg
gccaatctat
gactgtccca
aatctgtttt
tttggtttce
ttttggggaa
cacttagtgg
gtatttccge
ttctttataa
gaatggaaat
attcagagac
aaggctaccce
agctgccagg
gtccattatt
atcccagatg
cagtgagtaa
tgacagagaa
aaggcctgte
tctgtgacat
tgaaaattaa
aaccattatg
atgctgatag
tgaaatcatg
ctgcaagteyg
tgtctgectte
cctggaggec
gataatcaca
ctcgtcgage
tcacaggtga
cgtctcacag
tgggacccag
agctgctcct
gacccttctg
tctacctagyg
gaatgaaaat
aggtcaatag
tttgcatccce
aagtgcctte
tcactgctca

tttcctcectga
tgaaggatta
ttggttgaga
gtagtagtaa
accttgagtg
ctgttgcecta
ggttcaagtg
catccctget
gtcttgaact
caggtgtgag
gtcttcettt
tagctgaagg
tgaatattag
gaagacctgg
ccettttttg
gattgccaag
tccatccectgt
atgcttacct
taatgtgtat
cctecectecce
atcaccctca
gtcacacqggg
tgctgagttt
gagttgattt
ggccaaatcc
ttattgattt
tggcgcacaa
ggtccggagt
tgtgcaggga
ttaaaaagtc
attgtgctct
attgcacagg
ggttgaaagt
ttctcgeagt
accacaactc
ctgcagaggce
gatctgccga
caaggaggag
ggctgccagg
caagaaagag
tggatagtgce
tagatgcatg
gcagagaggg
tgtgctgaca
ctgtgacatg
atgcacagat
atttgaaaat
aaatgacagg
ttggggtgac
ggctetgtyg
cctaggttgce
ccagcaggtg
aacaggccaa
atgtgggctc
agaggtgagg
ctttgagtcc
aatcaggtca
gcaggactct
gtctcagact
tgctatggta
agaagaaaat
ccacatgtgg
agaaagttct
cctgggaatc
ccagctgtga
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aggatacatt
actctctgga
gaaagattct
atattttgac
agtcattcat
ggctggagtg
atcctecctge
aatttttgca
cctgacctceca
ccaccgtgcece
gagggccaag
gggtgatgta
ggtttaaagt
atttctctgce
tctaaatctt
ctccecgtcca
agatcatgca
ttttcecctaat
cagagccecat
tcecteccte
ttctgagagt
tggcacaagg
atgtcatcgt
caaagcacct
ggtccattce
atggattgcce
aacctaaaat
ccaaggcetgt
gccecctatcat
aacaaacaga
tctteccagg
ggaaaaaggyg
gacaacagca
ggggcagggt
tgggccegea
ctecgeagte
ccctcectggga
aaggtgaggg
ccecagaggyg
gctgttacat
gaccggaggg
ccaaggagtg
gcaccagggy
tgtcggaggy
agagtcacga
aatagcgtaa
ggaatcggct
actgcttgtyg
ttctcceccea
gtgtatgagt
ctctcecectge
atgtttatcc
tgctgeceata
ttcagagcca
cacaggtccece
tgctctecaac
ctggctgagg
gagcaggtca
cagagcgagt
gccactagtce
ttaaaatcca
ttagtggcca
tttggatgtt
tcagatggga

gggttgggcc

ctttaaacct
cacaaagtgt
gatttgttgg
attttgtctg
acttttttgt
cggtggcgtg
ctcagcctcce
ttttecagtag
ggtgatccge
cagcccagcce
gagacatttt
tattaacctg
ttctgaagca
atacttttge
tctgagtett
gectcectaaaac
gaaattctct
gttccaggce
tatgggecag
tttcecttee
gaagagacag
caagtggcag
cccgagacca
ctcagaagga
ccgettttge
aacgtccttt
atttactatc
ccatttttca
tttattatga
ctctgggtac
aactcaatga
gagggaatca
agggtttctc
ggcagacgcc
atggcagtcc
acctaatcac
gaaaatccag
tggatcagct
cctgagaact
gcatgggctt
ctgtcttact
ggactgcgat
cacagcccga
tcccactcecte
taactceccttyg
cagtattccg
ttgtgagacc
catgccctct
ctctgacctt
gacaagtcte
tctgatcagce
ctccagactyg
tgcaaagcac
cctgatgagg
aggtcaggcect
cagagaggcc
tagagaggaa
ccagctaatg
tagctgcaag
tcaggtgget
gacccttggt
cectattggg
gctgctctac
agcaagtaag
tgcctcttaa

Fig. 16(d)
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ttgggaaatt
ttgattctga
ttgaaaatag
tattcctgtyg
ttgtttttgt
atcttggcte
cgagtagctg
agacggagtt
ccacctcagc
atcatttttg
ttttgtttat
cctacttatt
tttgttaata
catcagcaag
cttgaaaaca
actgcaacgt
tcaacttttt
ccgggtctag
aagttctect
tteccttceat
aggctcaact
aggttgaatt
taactttaaa
ctcactttac
aaagaaagtt
tgtgaaacagq
tcgtccttta
aagaacacaa
aaaaacggcc
ctgtcaggaa
aggggaaata
gttacaacac
tttttggaaa
tagcttgggt
actgccttge
tctecctecte
caagatgcaa
ggagactgga
gggtttgggce
caggacttgt
ttcccagaga
tcaggcctag
aggcccagac
cagggacctt
tgtgccttac
tgcattgtaa
atcactattg
gcagtgtgac
tatgtttgtce
tcccttcocag
tagaagctce
aggctaaatce
tttggtttge
tgggtacagt
ggccagagcet
ctttaccaag
gccgggttgt
gaggaaaggc
gtgttccgtce
atttaaattt
cacactatcce
cagtgcagct
agcatgcttt
gaggggagtc
ccattgtcag
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10440
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cctcagtcett
ctggatgcaa
acatggtggc
agaagacctt
tcaatttaga
gcececgtetgt
cttgttgggt
atgagggcag
aggcacagtg
attcccttece
aatcccaaat
actcagccat
cactctgttc
attcttttag
tattacctcc
aaagtggatg
cgaggaagct
ggttcagaga
ccctcagcaa
tggacatcac
gcatcctggg
ggcctctagg
acatggaaca
gggaaagtga
ggagtaactg
gacctctctg
aatacccggyg
gttcttececce
tccatggagg
tggaggtaaa
caaaattttt
gtggtggaac
tgggcatcca
taagagttag
aaaagagcct
aagccagtca
accaggadac
ctgtgtgcta
aaagecccatc
gctccaccea
gggaaaacat
gccatactgt
gttctgtgag
tcagagctca
cgtgtattta
tgtgacagtg
gcgcagtgge
ggtcaggagt
aaaacattag
caggagaatc
actccagcct
aacctaggte
tggcatttce
agagggagge
caggcagtta
atccgctcag
ctctgecacag
gtcatggtca
cccattettg
ctatgggggce
ctggtcacag
tctttctaat
ctgcattcag
ttcctececte

ctcatccatg
atttgacaag
tgtgcactac
ctatctgagg
aggtgagtygg
ctgcagcagc
ctttgtattc
cctgaagagg
gtcccagggce
tcaagtgcect
taatccacca
attctggtcecc
ctcagctttc
ttcecagectt
accttcccac
agacctacaa
gagatttttg
ctcctaggcet
cactcctatt
atggaacaac
gaaagtgagg
agtaactgqgg
acatccaqgga
gggaaatatg
ggtagtgtgce
cccttetgac
gtctcttcat
agaaaagata
gaagatgtgc
aacatgcttt
tcttatgatt
atgctggggt
aggtggtcce
ttggagcttc
caacatgcayg
cgtggctaag
acggtcactg
ctececettget
ctcaggacct
gagccctgtg
ggctttgtct
ggcactgtecc
gagtggggat
aaccctgaca
ccagacttag
ggacagcctc
tcacgcctgt
ttgagaccag
acaggtgtgg
gcttgaaccc
aggcgacaga
ccagagtccc
cctgtactaa
agcacaggac
acatcactga
acagtggccc
cgatggaage
ccaaattcta
catggcaaqgqg
actgaggacc
gactctgcct
gtgtgaatca
gatcaaaccc
attccacctt

catgcegtgyg
ttctggggga
agctgagtcc
aacaaccaac
ttgccaggaa
atggcctgcee
aagtttgaag
gtgtggagag
cacagctggg
attaaggctce
tgtataaggt
acacattaaa
ccttcagtgg
ccaggatgtt
cttccecctatg
ttcctgtect
ttgetacatg
cctgtggage
gacctggagc
atccaggaga
gaaatatgga
tagtgtgcat
gactcaggcc
gacatcacat
ttggtttaat
ctcgggattt
tattgctgcet
gatgtggtac
ctgtectgtg
ggatctcaaa
ctgtgggttg
cactttggaa
tcatccteca
cttacagcat
gecgettatta
tctageccecccece
ggggccacca
caagggcccec
ttctctteca
ctcetttate
caggggcttg
catccctcac
ggctaggaca
gaacaccagc
tggtccaagg
tttgtgtett
aatcccagca
cctggccaac
tggtgcatqgce
aggaggtgga
gcaagactcc
acagaatggce
ctctgggcetg
ttcctaggece
cctgagcgag
caccaccagt
tgaccagccec
cttccaggag
actgcaggga
agccattgag
cctcttcaac
gagcacagca
cgaccacctg
cccatgecct
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gtatactaaa
cacaggaagg
ttttcectttt
tagttgctgg
agccaatgta
tgcacaaacc
ctgggagggc
gtagagtcta
aagggcaaat
catgttccta
tgagctatgt
caagctggat
gatgatatca
ttcactcccee
ccctggttet
ggtagttctc
agagcatgga
cccactcatg
acaggtatcc
ctcaggectce
catcacatgg
cctggggaaa
tctaggagta
ggaacaacat
cttctattta
tagttttgtyg
tcctetteta
ccattgagcce
tcaagtctgg
tcaccccaaa
accaggatta
gctgcattcea
ggctctcttt
ggcggcetgac
tgacttctgc
tgtgagagga
ctgtaaccat
cctacccacg
atccttattg
tcatgtaatg
ctggatgcaa
cagggacact
ttgcatggaa
tccacaggec
ccagagtggce
tgctgtecta
ctttgagaag
atggtgaaac
ctgtaatccece
ggttgcagtyg
gtctcgggaa
agacaggagc
tccagaggge
tcagctctca
aacagaaagc
tttgagtctg
gtcagcctca
gacgagtagt
ctgccagtce
gggtggaccc
tgaccagect
gccecectgeac
cccaacctgco
ggatccatca

atactatacc
tgccaagcac
cagaatctgg
atacttgcaa
tgtgggcatce
ctaggtgcaa
ctggctactg
ggtcagaggt
accagaaggc
tgttgttcaa
ctcttattcec
gaccttgaaqg
actggacaac
tgtttgttgt
gtctcctgtg
ctaatgaaca
ggcctcttag
gccttgttcea
tggggaaagt
taggagtaac
aacaacatcc
gtgagggaaa
actgggtagt
ccaggagact
cctgcagacce
gggaccaggg
ttaacctgac
tcatgctctg
tgatgagacc
acccagtggce
gctgggtagt
gcagagtgece
ccatgtgatc
ttccaaaagg
ttgcatcatc
gactgcataa
ctaccacagg
cagacctgct
actcaaattg
ttaatgggtt
gcttaacctc
gttctggagy
cacaccacca
ttggcttectyg
cagatttccc
agaaacctgg
ccaaggtggyg
cctgtctcta
agctactcag
agccgagatt
aattaattaa
acctggggge
catttcatgg
cctgcecatc
aggacaagcg
ccgectgece
ccaatatgcce
actgcccagg
ccetgeecea
tcagaaggcg
ccatgctgce
aaagccctte
tctecectettg
ggccacttga

Fig. 16(e)
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cctggaagag
aaggctgggce
gatgttaacc
ggaccaaatg
acgtcacttt
tgtcctaate
aagggcacat
cagtgcctat
aaggttgacc
accctaactce
tggacaccat
aagcttcacc
aggatgtgcg
tgtaggatyqg
cctecgcetcetg
cactgaagca
ggagagagga
ttttceectge
gagggaaata
tgggtagtgt
aggagactca
tatggacatc
gtgcatcctg
caggcctcta
aggaagatga
gagatagaaa
ccteceectcet
ttcttgggaa
agactccagce
ttgaaacaac
tctgttccat
tggecttgcge
Tctcagtgtt
gattattcca
ctattggcca
gagtgtgaac
acctgaatct
gtcttctagce
attagttggt
tcecageect
aatgtgagtg
gtgactgcct
cceccatctte
ctgatggtgce
aaagtcaagg
gccaggecag
cagatcacga
ttaaaaatag
gaggctgagg
gtgccactgc
taaataaata
ttttagggta
cgtggagtgg
ttttgatttce
ctitcgecttce
cggttggttc
tgacgaaggc
cctgectgtt
gggcteeeygy
tcacaacaac
tccagaatgg
catgtcgect
ccactgcectce
tgacccccaa

11580
11640
11700
117860
11820
11880
11940
12000
12060
12120
12180
12240
12300
12360
12420
12480
12540
12600
12660
12720
12780
12840
12300
12960
13620
13080
13140
13200
13260
13320
13380
13440
13500
13560
13620
13680
13740
13800
13860
13920
13980
14040
14100
14160
14220
14280
14340
14400
14460
14520
14580
14640
14700
14760
14820
14880
14940
15000
15060
15120
15180
15240
15300
15360



ccaagtggcet
ttaagggttt
aaggagagcce
ttcctgecatt
ttttttgtga
tttrttttet
ccagcctcca
cctatcagaa
cttcctectge
cttgtatgaa
agcaggaaac
tettggcagyg
tgtgacttca

cccacaccect
gtggaaaatg
cttcatttgg
tgtgaaatqga
tgtcccaact
ccttttaaaa
agctccatct
gtttctcagce
tgaaggaata
agatggctgt
atgactcgta
tactcagcga
gctctgtttt

gttttacaaa
aaaattagga
agattatgtt
tggtgaaagt
tgtaaaaatt
cacttccata
ccactccaga
tccecaagget
aattgctcct
gcctctgect
tatgtctcag
atgaatgctg
acaataaaat
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aaagaaaaga
tttcatgatt
ctttcgggga
aagtggtagc
aaaagttatg
atctggactc
ttttttacag
ctgagcaaat
tgacattgta
gtctcceccca
gtcecctgeag
tatatgttgg
cttgaaaatyg

ccagtccatg
ttttttttte
gaggctgagg
ttttcectte
gtactatgtt
ctctgtccag
ctgcctgcag
gtggctcctg
gagcttctgg
ccgggctggg
ggccaagcac
gtgcaaagtt
ccta

Fig. 16(f)
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agggaggttt
agtccccgtg
acttaaaata
tttttcttect
agccccataa
gcactgctgce
tactttacct
ggggttcttt
cacttggaga
agctctgcag
ctagcctege
ccctacttee

15420
15480
15540
15600
15660
15720
15780
15840
15900
15960
16020
16080
16124



SEQID NO.4

aattaggatt
attatgttct
gtgaaagtaa
taaaaattaa
cttccataat
actccagatt
ccaaggctcet
ttgctccttg
ctctgectgt
tgtctcaggt
gaatgctgta
aataaaatct
tatagagtgc
tggcctette
agcaaatctc
acaacccaag
gctecttgge

SEQID NO.5:

tcacgaggtc
aaatagaaaa
ctgaggcagg
cactgcactc
taaataaacc
agggtatggc
gagtggagag
gatttccagg
gccttcatcce
tggttectcet
gaaggcgtea
cctgttccca
tccecggetat
aacaacctgg
gaatggtctt
tcgectetge
tgcctcttec

Locus rs9005 de IL1RN

tcatgatttt
ttcggggaga
gtggtagcett
aagttatggt
ctggactcct
ttttacagcet
gagcaaatgt
acattgtaga
ctcceccecacce
ccctgecaggg
tatgttgggt
tgaaaatgcc
tgaggaaact
tctgagagtt
tctgcaaaaa
cacccatcac
aaagaaaatg

tttcttttcag
ggctgaggac
ttccettett
actatgttag
ctgtccaggce
gcctgcagta
ggctcctggg
gcttctggca
rggctgggag
ccaagcacct
gcaaagttcc
tatattgttg
gaaagaccaa
cttttcttece
agatatgggg
agaatgaatt
aatgaattac

Locus rs315952 de IL1RN

aggagtttga
cattagacag
agaatcgctt
cagcctagge
taggtcccag
atttccectyg
ggaggcagca
cagttaacat
gctcagacag
gcacagcgat
tggtcaccaa
ttcttgcatg
gggggcactg
tcacaggact
tctaatgtgt
attcaggatc
tcccteattce

gaccagcctg
gtgtggtggt
gaacccagga
gacagagcaa
agtcccacag
tactaactct
caggacttcc
cactgacctg
yggcecccecace
ggaagctgac
attctactte
gcaaggactg
aggaccagec
ctgeccteete
gaatcagagc
aaaccccgac
caccttccca
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tecceecgtgaa
ttaaaatatt
tttcttertt
cceccataatt
actgctgeccece
ctttacctce
ggttctttct
cttggagact
ctctgecagag
agcctcgete
ctacttectg
actatgtcct
tgtgtctttce
ttcagcectea
cagcactgtc
agtacatcat
agccagetge

gccaacatgg
gcatgectgt
ggtggaggtt
gactccgtct
aatggcagac
gggctgtcca
taggcctcag
agcgagaaca
accagttttg
cagcccgtca
caggaggacg
cagggactgc
attgaggggt
ttcaactgac
acagcagccc
cacctgecca
tgccctggat

ggagagcccet
cctgcatttg
ttttgtgatg
trrrrrttee
agcctccaag
tatcagaagt
tcctcetgetg
tgtatgaaag
caggaaacat
ttggcaggta
tgacttcage
tggccttgac
ttaccccaga
ctctecetgg
cacaacagcc
gtatctgcac
a

tgaaaccctg
aatcccagcet
gcagtgagcc
cgggaaaatt
aggagcacct
gagggccatt
ctctcacctg
gaaagcagga
agtctgccge
gcctcaccaa
agtagtactg
cagtcccect
ggaccctcag
cagccteccat
ctgcacaaag
acctgctcte
C

Fig. 16(g)
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tcatttggag
tgaaatgatg
tccecaacttyg
ttttaaaaca
ctccatctcece
ttctcagctc
aaggaataaa
atggctgtgce
gactcgtata
ctcagcgaat
tctgttttac
aggctttggg
ggctggegec
ataacatgag
tctgectggaa
acaacacagt

tctctattaa
actcaggaygg
gagattgtgc
aattaataaa
gggggecttrrt
tcatggegtyg
cccatctttt
caagcgctte
ctgcceeggt
tatgcctgac
ceccaggectg
gccccagggce
aaggcgtcac
gctgecteca
cccttcecatg
ctcttgccac

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1001

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
200
960

1001
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SEQ ID NO.6: Region especifica de locus rs9005 de IL1RN (correspondiente al tramo de nucleétido 415 a
nucleétido 466 de SEQ ID NO.4), endondenes Ao G

<221> variacion
<222> (27)..(27)
<223> nesadg
ctgtgcctet gectgtctcc cccaccngge tgggagcetct gcagagcagg aa 52

SEQ ID NO.7: Region especifica de locus rs315952 de IL1RN (correspondiente al tramo de nucleétido 415 a
nucleétido 466 de SEQ ID NO.5),endondenes Co T

<221> variacion

<222> (27)..(27)

<223> nesadg
cgcttcgect tcatccgctc agacagnggc cccaccacca gttttgagtce tg 52

SEQ ID NO.8: cebador 1 de rs315952
gcttegectt catccgetca gagac 25

SEQ ID NO.9: cebador 2 de rs315952
ggccccacca ccagttttga gtctg 25

SEQ ID NO.10: cebador 1 de rs9005
tgtgcctetg cctgtctece ccace 25

SEQ ID NO.11: cebador 2 de rs9005

ggctgggage tctgcagagc aggaa 25

Fig. 16(h)
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