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DESCRIPCION

Un indice transcriptdmico para la caracterizacion de la respuesta de reparacion celular después de unalesion de los
tejidos blandos en articulaciones diartrodiales

Campo técnico

Lapresente invencion se refiere de forma general alos métodos parala determinaciénde la calidad de larecuperacion
de unalesiénarticularya los métodos de tratamiento de lalesidn articular sobre la base de dichas determinaciones.

Antecedentes

Unos grados de fuerza crecientes aplicados sobre las articulaciones dan como resultado una lesién articular. Dicha
lesidn articular se observa frecuentemente como el resultado de un traumatismo, por ejemplo, amenudo se obsenan
lesiones condriales en atletas, y normalmente estan asociadas con una inflamacion aguda. El tratamiento de las
lesiones articulares (tales como una ruptura de ligamentos o un desgarro del menisco) yla rehabilitacion del paciente
después de dichas lesiones implica diversos componentes. El cuidado inmediato después de la lesién normalmente
incluye reposo, la aplicacion de frio, de compresion yde elevacion. El objetivo de este tratamiento es minimizar la
inflamacién, lahemorragia, el dolory el metabolismo celular durante la fase aguda posterior a la lesion y optimizar el
potencial parala posterior recuperacion.

Dicho tratamiento inicial esta seguido a menudo por una proteccién de los tejidos deseados mediante una
inmovilizacién durante 1-3 semanas despuésde lalesién. Lainmovilizacién aspira a permitir el inicio de la curacion y
que se produzca sin alteraciones, y también impide la reaparicién de la lesién de la articulacion, que a menudo da
como resultado unos tiempos de recuperaciéon mas largos y puede tener efectos a largo plazo. Después de que haya
comenzado la curacién del tejido, normalmente a partir de las 3 semanas después de la lesion, se introduce una
movilizacion controlada. A las 4-8 semanas después de la lesién, puede comenzar una rehabilitacion vigorosa para
recuperarlamasamuscularyla funcién articular.

La reparacion ortopédica de las lesiones graves a menudo se lleva a cabo tan pronto como remiten la inflamacion
agudaylahemorragia de lalesion. Sin embargo, los médicos notienen disponible actualmente un sistema o un método
para diferenciar entre una lesion aguda que requiere un tratamiento invasivo y las lesiones que curaran lo suficiente
sindicho tratamiento.

Es particularmente importante la identificacion de las lesiones que pueden dar como resultado un deterioro articular
antes de que dicho deterioro comience. Actualmente, este tipo de informacién inicamente puede obtenerse mediante
las imagenes de RMN de los componentes estructurales de la articulacion para determinar si se estan manteniendo
unas medidas estructurales criticas, tales como el volumen del cartilago, o estan experimentando una degeneracion
progresiva. Normalmente, la obtencién de imagenes es necesaria a unos intervalos de aproximadamente 1-2 afios
después de lalesién. También puede usarse un ensayo de proteinas marcadoras en el liquido sinovial para detectar
y monitorizar el deterioro de la articulacion. Sin embargo, debidoa que dichos ensayos con marcadores generalmente
sebasanenun nimero muylimitado de productos génicos,y la abundancia de los productos en el liquido puede ser
muy variable, su capacidad predictiva tiende a estar muy limitada.

El documento US2013/178442 desvela un perfil de expresion génicacon unos valores para los productos génicos que
son expresados diferencialmente en los pacientes con lesiones de rodilla con unainflamacion sinovial en comparacion
conlos pacientes sinunainflamacion sinovial (véase el parrafo [0006]yla Tab. 3). Se comparoé el perfil de una patente
con los perfiles obtenidos de pacientes con lesiones de rodilla que tenian una inflamacidn sinovial y aquellos que no,
paradeterminara qué grupo pertenece con mas probabilidad el paciente (véase el parrafo [0010]).

Sumario de las realizaciones preferidas

En un aspecto, la presente invencién proporciona un método parala caracterizaciéon de la calidad de la respuesta de
reparacion después de una lesion en una articulaciéon de un sujeto humano o veterinario. EI método incluye la
determinacionde los niveles de expresién del ARNm de una pluralidadde genes expresados en una muestra de tejido
tomada de una region intraarticular de la articulacién, comprendiendo la pluralidad de genes al menos los genes
indicados enlaTablal,enla Tabla2y enla Tabla 3,y el calculo de una puntuacion del indice de reparacién sobre la
base de los niveles de expresién del ARNm de estos genes, en el que el calculo de la puntuacion del indice de
reparacion comprende:

la comparaciénde los niveles de expresion del ARNm con los primeros niveles de expresién convencionales de la
pluralidad de genes y los segundos niveles de expresion convencionales de lapluralidad de genes, en la que se
sabe que los primeros niveles de expresion convencionales son indicativos de un perfil reparador y en la que se
sabe que los segundos niveles de expresidn convencionales son indicativos de un perfil no reparador;

la asignacion de una subpuntuacién para cada uno de la pluralidad de genes, en la que la subpuntuacién es una
medida del nivel de expresion del ARNm de ese gencon respecto al primer nivel de expresion habitual yal segundo
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nivel de expresion habitual paraese gen,y la sumade las subpuntuaciones para obtener la puntuacion del indice
de reparacion;

en el que la puntuacién del indice de reparacion es indicativa de la calidad del proceso de reparacion,yen el que
la puntuacion del indice de reparacion es indicativa de un perfil no reparador si la puntuacion del indice de
reparacion es indicativa de un elevado nivel de expresién del ARNm de cada uno de la pluralidad de genes.

En una realizacion, los niveles de expresion del ARNm se determinan mediante el uso de un ensayo de PCR con
transcriptasainversa entiempo real. La muestra de tejido puede incluir cartilago, membrana sinovial, tejido meniscal,
revestimiento de la capsulaarticular, ligamentos o combinaciones de al menos dos de estos materiales.

El calculo de la puntuacién del indice de reparacion incluye la comparacion de los niveles de expresion del ARNm del
tejido del paciente con los primeros niveles de expresion convencionales de los genes y los segundos niveles de
expresion convencionales de los genes, en el que los primeros niveles de expresion convencionales son indicativos
de un perfil reparador y en el que los segundos niveles de expresidn convencionales son indicativos de un perfil no
reparador. La puntuacién del indice de reparacion se basa en los valores relativos de los niveles de expresion del
ARNm del tejido del paciente, de los primeros niveles de expresién convencionales yde los segundos niveles de
expresion convencionales.

Los primeros niveles de expresién convencionales pueden serlos niveles de expresién posteriores alalesion en un
raton natural,y los segundos niveles de expresion convencionales pueden serlos niveles de expresién posteriores a
la lesién enun ratdn que carece de la sintasa de hialuronano 1. El método también puede incluirlaaplicaciéon de un
factor de correccidn para ajustarla abundancia relativa de los niveles murinos con respecto a los genes expresados
en lamuestrade tejido del paciente.

En otras realizaciones, la pluralidad de genes incluye al menos los genes indicados enla Tabla 4, enla Tabla5y en
laTabla6, o al menos losgenesindicados enlaTabla7,enlaTabla8y enla Tabla9. Lapluralidad de genes también
puede incluirlos genes indicados enla Tabla 13, en laTabla 14y/o enla Tabla 15.

Otro aspecto de la presente invencidon proporciona una terapia de viscosuplementacién con AH, cremas
antiinflamatorias, geles antiinflamatorios o aerosoles, farmacos antiinflamatorios no esteroideos (AINE), inyecciones
de esteroides o comprimidos de esteroides para suusoen el tratamiento de una lesién en una articulacion de un sujeto
humano o veterinario, en el que se ha calculado que dicho sujeto tiene una puntuacion del indice de reparacion
indicativa de un perfil no reparador mediante el método de la presente invencion.

Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 incluye graficos de barras que ilustran la abundancia relativa del ARNm para los 22 genes de la fibrosis
incluidos enlaTabla 7.

La Figura 2 incluye graficos de barras que ilustran la abundancia relativa del ARNm paralos 22 genes de lareparacion
de heridas incluidosenla Tabla 8.

La Figura 3incluye graficos de barras que ilustran la abundancia relativa del ARNm paralos 22 genes de la inflamacion
incluidos enlaTabla9.

Descripcion detallada de las realizaciones preferidas
Definiciones

Salvo que se definade otro modo, todos los términos técnicos y cientificos usados en el presente documento tienen
el mismo significado al comprendido habitualmente por el experto habitual en la materia a la que pertenece esta
invencion. En caso de conflicto, prevalecera el presente documento, incluyendo las definiciones. A continuacion se
describen los métodosy los materiales preferidos, aunque pueden usarse unos métodos y unos materiales similares
o equivalentes alos descritos en el presente documento en la practica o en las pruebas de la presente invencion.

Debe interpretarse que los usos de los términos "un"y "uno/a"y "el/la" y las referencias similares en el contexto de la
descripcion de lainvencion (especialmente en el contexto de las reivindicaciones que siguen) cubren tanto el singular
como el plural, salvo que se indique de otro modo en el presente documento o el contexto lo contradiga claramente.
Laenumeracidonde unosintervalos de valores en el presente documento pretende servir simplemente comoun método
abreviado para hace referencia individualmente a cada valor por separado que esta en el intervalo, salvo que se
indique de otro modo en el presente documento, ycada valor por separado esta incorporado en la memoria descriptiva
como sise hubieraenumerado individualmente en el presente documento. Todos los métodos descritos en el presente
documento pueden llevarse a cabo en cualquier orden adecuado, salvo que se indique de otro modo en el presente
documento o de otro modo el contexto lo contradiga claramente. El uso de cualquieray de todos los ejemplos, o de
un lenguaje de ejemplos (por ejemplo, “tales como”, “por ejemplo”) proporcionados en el presente documento pretende
simplemente iluminar mejor la invencion y no suponen una limitacién sobre el ambito de la invencion, salvo que se
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reivindique de otro modo. Ningun lenguaje de la memoria descriptiva debe ser interpretado como indicativo de
cualquier elemento no reivindicado como esencial para la practica de la invencion.

Segun se usa en el presente documento, los términos “comprende(n)”’, “incluye(n)”, “que tiene(n)”, “tiene(n)’,
“‘puede(n)’, y las variantes de los mismos, pretende ser frases de transicién con los extremos abiertos, términos o
palabras que no excluyen la posibilidad de actos adicionales. La presente invencion también contempla “que
comprende”, “que consiste en” y “que consiste esencialmente en” las realizaciones o en los elementos presentados
en el presente documento, tanto si se establecen de forma explicitacomo sino.

Método de determinacion de la calidad de larespuesta de reparacion después de lalesion articular

Con el fin de promoverla comprension de los principios de lainvencion, ahora se hara referencia a las realizaciones,
algunas de las cuales estanilustradas en los dibujos, y se usara un lenguaje especifico terminal para la descripcion
de las mismas. No obstante, se entendera que con ello no se pretende ninguna limitacion del ambito de lainvencion.
Se contempla cualquier alteracion y modificacion adicional en las realizaciones descritas, y cualquier aplicacién
adicional de los principios de la invencion segun se describe en el presente documento, como se le ocurriria
normalmente al experto enla materiaa la que serefiere la invencién. En los analisis que siguen se divulgan diversas
potenciales caracteristicas o selecciones de los métodos de ensayo, de los métodos de analisis u otros aspectos.
Debe entenderse que cada una de dichas caracteristicas divulgadas puede ser combinada con las caracteristicas
generalizadas analizadas, para formar unarealizacién diwulgada de la presente invencion.

Un aspecto de la presente invencion proporciona un método para la generacion de un indice de reparacion que es
indicativo de la calidad de la respuesta de reparaciéon después de una lesién articular. La articulacion puede ser
cualquierarticulacion del cuerpo de un sujeto humano o veterinario que incluye, pero no se limita a, las articulaciones
de larodilla, del hombro, de la cadera, del codo o del tobillo, o una articulacién de la mano, del pie o de la columna
vertebral. EI método incluye un analisis de la expresion génica de una muestra de tejido tomada del espacio
intraarticular de la articulacion.

En una realizacion, el método determina los cambios en el transcriptoma del tejido que contiene las células
progenitoras estromales y multipotentes proximas al sitio de la lesion. Especificamente, la abundancia del transcrito
de un conjunto de genes “fibroproliferativos” y “profibréticos” en dichos tejidos articulares es predictiva de la calidad
del proceso de reparacion a largo plazo. Dichos genes incluyen los genes de las rutas de la fibrosis, de las citocinas
y/lo del NFkB que estanimplicados en la fibrosis, enla curacion de heridas y en la inflamacién. En un modelo murino,
la determinacion de los niveles de expresién de dichos genes tan pronto como 4 semanas después de la lesion es
predictiva de la calidad de la reparacion articular que puede esperarse.

En unarealizacion,la muestra de tejido se obtiene de laregion intraarticular. Segin se usa en el presente documento
el término “intraarticular” se refiere al espacio interior de una articulacién entre dos huesos, especificamente a la
porcién de la articulacion contenida por la cdpsula articular. La muestra puede incluir cartilago, membrana sinovial,
tejido meniscal comprimido, revestimiento de la capsula articular, ligamentos o combinaciones de al menos dos de
estos materiales.

En ciertas realizaciones, el sujeto es un sujeto humano y la muestra de tejido se obtiene entre 4 semanasy 20
semanas, entre 4 semanas y18 semanas, entre 4 semanas y12 semanas o entre 6 semanas y10 semanas después
de la lesion. En otras realizaciones se obtienen multiples muestras de tejido, cada una en un momento diferente
después de lalesidén. Dicho procedimiento permite la monitorizacion de la calidad de la respuesta de reparacion con
el transcurso deltiempo. Por ejemplo, la calidad de la curacion natural de la articulacion o la respuestade lalesién a
un tratamiento en particular puede ser determinada mediante la observacidn de los cambios en la expresién génica
con el tiempo. Por ejemplo, la muestra de tejido puede obtenerse durante una primera evaluacion artroscopica (0
articulacion abierta) de lalesion, en ciertos casos, dependiendo de las preferencias de los cirujanos, podria obtenerse
una segunda muestra en un momento posterior (tal como en una cirugia o en una segunda evaluacién artroscépica)

El andlisis de la expresion génica puede llevarse a cabo mediante cualquier método conocido en la materia. Algunos
métodos adecuados para dicho analisis incluyen, pero no se limitan a, unainmunotransferencia Northern, un ensayo
de proteccién con nucleasa, una PCR con hibridacién in situ yen tiempo real. En unarealizacién preferida, la expresion
génica se mide mediante la cuantificacion del ARNm usando una reaccion en cadena de la polimerasa con
transcriptasa inversa en tiempo real (RT?-PCR). Por ejemplo, los niveles del ARNm pueden medirse usando los

productos disponibles comercialmente, tales como el RT? Profiler PCR Array, disponible en Qiagen, Inc. (Valencia,
Calif.)

En varias realizaciones se miden los niveles de expresion de los genes asociados con la fibrosis, con la curacion de
heridas y con lainflamacién. En el analisis de la expresién génica se determinan al menos los genesindicados en la
Tabla 1 (genes de lafibrosis), enla Tabla 2 (genes de la curacion de heridas) yen la Tabla 3 (genes de lainflamacién).
En otra realizacion, también se determinan almenos los genes indicados enla Tabla4, en laTabla 5y en laTabla 6.
En otra realizacién més, también se determinan al menos los genes indicados en la Tabla 7, en la Tabla 8 y en la
Tabla 9. En otras realizaciones, también se determinan los niveles de expresion de al menos algunos de los genes
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indicados enlas Tablas 13,14 y 15. Por ejemplo, también pueden determinarse 10, 20,40, 50, 60 0 65 de los genes
incluidos enlaTabla 13, y/o 5, 100 15 de los genes indicados en la Tabla 14, en el analisis de la expresién génica.

En ciertas realizaciones, se usan los niveles de expresion de los genes analizados mas arriba para el calculo de una
puntuacion del indice de reparacion, que es indicativo de la calidad del proceso de reparacion después de unalesiéon
articular en un sujeto humano o veterinario. Por ejemplo, el indice de reparacién puede ser indicativo de si la lesién
muestra unarespuesta de curacion de heridas que dacomo resultado la reparacion de la lesion (perfil reparador) de
una respuesta aberrante que da lugar a una degeneracién de la articulacion, a una fibrosis y/o a una inflamacién
cronica (perfilno reparador.)

En unarealizacion se comparan los niveles de expresionde los genes de una muestra de tejido de una lesiénarticular
de un paciente con los niveles de expresion convencionales, por ejemplo, los niveles de expresion sin lesién, para los
correspondientes genes de la misma ubicacién de tejido en la misma especie 0 en una diferente. Por ejemplo, los
niveles de expresién convencionales pueden serlos niveles de expresién génica conocidos por serindicativos de un
perfil reparador, en otra realizacion, se comparan los niveles de expresion de la muestra del paciente con los niveles
de expresion convencionales que sonindicativos de un perfil no reparador, en otra realizacion mas, se comparan los
niveles de expresién del paciente con los niveles de expresion convencionales indicativos tanto de perfiles reparadores
como no reparadores. Cuando se requiere una cuantificacion adicional de la puntuacion del indice de reparacion,
puedenincluirse patrones de adicionales parala comparacion conlos niveles de expresion del paciente.

A continuacién se describe un ejemplo del protocolo para el calculo de una puntuacién del indice de reparacién
Unicamente con fines ilustrativos. No se pretende que los métodos divulgados estén limitados a esta realizacion
ilustrativa.

Se determinanlos niveles de expresiénde los genesrequeridos seleccionados entre aquellosindicados en las Tablas
1-19y13-15 enratones naturales (WT)y en ratones que carecen dela sintasa de hialuronano1 (Has1-/-, MGIl: 106590)
aproximadamente cuatro semanas después de lalesion del cartilago enla articulacion de la rodilla en este modelode
lesion, los ratones WT muestran unas respuestas clasicas de curacion de heridas en tejidos blandos, que dan como
resultado unarespuesta de reparacion. En comparacion, los ratones Has 1-/- muestran unas respuestas curacion de
heridas aberrantes, que dan lugar a una fibrosis, una inflamacién crénicay una patologia artrésica (por ejemplo,
degeneracion del cartilago y formacién de osteofitos). Los andlisis de la matriz génica especifica de ruta en
combinacién con la morfologia macroscoépica, la inmunoquimica, confirman la respuesta de curacion en los ratones
WT, pero unafibrosis crénicay un estado inflamatorio en las articulaciones de los ratones Has1-/-. A las 4 semanas
después dela lesidonen un modelo murino, laabundancia del transcrito de estos genes en dichos tejidos articulares
es predictiva de la calidad del proceso de reparacién alargo plazo.

Los niveles de expresion de los ratones WT (reparacion)y de los ratones Has1-/- (sin reparacion) se muestran en las
Tablas 1-9 para los 88 genes implicados en la fibrosis, en la curacién de heridas o en la inflamacion. Estas tablas
también muestran la proporcién entre los niveles de expresiéon de estos genes en los ratones WT y en los ratones
Has1-/-. Todos los genes de las Tablas 1-9 se muestran regulados por aumento al menos 7,8 veces en los ratones
Has1-/- en comparacion con los ratones WT. Los genes adicionales estan indicados en la Tabla 13 estan regulados
por aumento aproximadamente 3-8 veces en los ratones Has1-/- en comparacién con los ratones WT. Los genes
indicados en la Tabla 14 estan regulados por disminucién aproximadamente 3-8 veces en los ratones HAs1-/- en
comparacién con los ratones WT.

La Figura 1 ilustrala abundanciarelativa del ARNm paralos 22 genes de la fibrosis incluidos enla Tabla 7. Aqui se
muestra que la expresion en los ratones Has1-/- ha progresado hasta mas de 100 veces. La Figura 2 ilustra la
abundanciarelativa del ARNm paralos 22 genesde lareparacionde heridas incluidos en la Tabla 8. Para estos genes,
se muestra que la expresion en los ratones Has1-/- ha progresado hasta mas de 200 veces. La Figura 3 ilustra la
abundancia relativa del ARNm para los 22 genes de la inflamacién incluidos en la Tabla 8. Para estos genes, se
muestra que la expresidn en los ratones Has1-/- ha progresado hasta justo por debajo de 400 veces.

En una realizacion, se miden los niveles de expresion de varios genes relacionados con la fibrosis, la curacion de
heridas y la inflamacion que tienen unos niveles de expresion similares losratones WTy Has1-/-. Por ejemplo, puede
considerarse que dichos genes murinos “no reactivos” son unos genes que estan regulados por aumento o por
disminucién menos de 3 veces en los ratones Hasl-/- en comparacion con sus niveles en los ratones WT. La Tabla
10 indicalos niveles de expresion de 8 de dichos genes.

Los niveles de expresién de los genes murinos no reactivos, por ejemplo, los genes que no responden de los ratones
WT se comparan después con los niveles de expresion de los correspondientes genes en la muestra de tejido del
paciente. Se calcula una proporcién génica promedio. Por ejemplo, dicho célculo para la ruta de la fibrosis esta
ilustrado enla Tabla 11. Esta proporcion puede usarse como un factor de correccion murino/humano para normalizar
las diferencias en el nivel de expresidon entre los genes humanos ylos genes murinos. Los niveles de expresion de los
genes murinos de los WT y de los Has1-/- (por ejemplo, aquellos genes indicados en las Tablas 1-9, 13-15) estan
multiplicados por el factor de correccién para generar un intervalo humano equivalente para cada gen.
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Puede calcularse una puntuacién del indice de reparacion, por ejemplo, mediante la asignacion de una puntuacionde
cero al valor inferior del intervalo humano para cada gen y una puntuacion de 10 para el valor superior del intervalo
humano para cada gen, puntuandose cada valor intermedio segln sea apropiado en esta escala. Se asigna una
puntuacion para cada uno de los genes medidos en la muestra del paciente, por ejemplo, para cada uno de los 48
genes indicadosenlas Tablas4,5y 6, y las puntuaciones se afiaden para dar la puntuacion del indice de reparacion.
Esta puntuacién total variard entre cero y 160 para cada ruta de 16 genes,y entre cero y 480 para las tres rutas
combinadas. Una puntuacion de cero sera indicativa de una reparaciéon muy buena, y una puntuacion de 160 (o de
480) de una reparacion muy mala. La Tabla 12 ilustra el calculo del indice de reparacién para un paciente humano
sobre labase delos niveles de expresidon de la listade seis genes de la Tabla 1.

Métodos de tratamiento

Otro aspecto de la presente invenciéon proporciona una terapia de viscosuplementacién con AH, cremas
antiinflamatorias, geles antiinflamatorios o aerosoles, farmacos antiinflamatorios no esteroideos (AINE), inyecciones
de esteroides o comprimidos de esteroides para suusoen el tratamiento de una lesién de una articulacion de un sujeto
humano o veterinario en la que se ha calculado que dicho sujeto tiene una puntuacion del indice de reparacion
indicativa de un perfil no reparador mediante el método de la presente invencion.

Ejemplos
Ejemplo 1 - Protocolo usado parala obtencion de muestras tisulares para su analisis

Las muestras para su uso en la determinacién de un indice de reparacion para una articulaciéon lesionadade un
paciente se obtienen normalmente a partir de uno o mas de los siguientes: cartilago, membrana sinovial, tejidos
meniscales, revestimiento de la capsulaarticular yligamentos (incluyendo los ligamentos ACL, PCL y perimeniscales).
Las muestras se obtienenhabitualmente durante la primeraartroscopiaposterior a lalesién. En algunos casos, cuando
la magnitud de la implicacion de los tejidos blandos ha sido determinada mediante imagenes de RMN u otras
modalidades de obtencidn de imagenes, se toman biopsias durante la reparacion quirdrgica. El tejido (normalmente
50 miligramos de pesoen humedo) préximoal sitio de lalesién, tal como la membrana sinovial perimeniscalen el caso
de un desgarro meniscal, se coloca inmediatamente en un RNALater (Qiagen Inc.) y se almacena 4°C para la
estabilizacién del ARN. El ARN (al menos 2 microgramos) se analiza con matrices Qiagen RT? Profiler PCR para
evaluar los componentes de las rutas de la fibrosis, de la curacién de heridas yde la inflamacion. También pueden
usarse matrices equivalentes de otros proveedores si se obtienen multiples biopsias, puede generarse un indice a
partir de cada una para evaluar la eficaciade las terapias que se estdn usando.

Ejemplo 2 - Andlisis del ensayo génico de un modelo de lesion del cartilago en ratones

La lesion del cartilago en la articulacion de la rodilla de ratones naturales (C57BL6) y de ratones que carecen de la
sintasa de hialuronano 1 (Has1-/-,MGI; 106590) se analiza como se describe a continuacion. Se abre el espacio de
la articulacion de la rodillay con un escalpelo se crea una herida no hemorragica de espesor parcial en la superficie
del surco rotuliano femoral. Después de lavar la herida, la articulacion se cierra quirdrgicamente y los ratones se
enjaulan con actividad libre con comidayagua ad libitum.

Se diseccionan las rodillas (sin piel ni muasculo) de los ratoneslos dias 0,3, 7, 14y 28 despuésde la cirugia. El estado
de reparacion/curacién se evalia mediante una morfologia macroscopica, una histologia y una inmunohistoquimica
con un grupo de anticuerpos contra las respuestasinnatas de reparacion de la matrize inflamatorias, ademas, se usa
un ensayo de reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativo en tiempo real para cuantificar la abundancia de los
ARNmM en las placas de las matrices de la fibrosis, la citocina comun y el NPkB (Qiagen Inc., n® de producto PAMM-
2257, PAMM-021Z y PAMM-1202).

Se evallian los datos obtenidos a partir de la morfologia macroscépica, de la histologiay de la inmunohistoquimica de
los ratones naturales y de los Has1-/-en cada punto temporal. Los ratones naturales muestran unafase inflamatoria
temporal y una fase fibrogénica que es mas evidente en los tejidos ricos en células estromales/progenitoras
adyacentes al sitio de la lesion del cartlago. En momentos posteriores, esta respuesta tempranase detiene y la
recuperacién de lalesiéniniciales sustancial. Por el contrario, paralos ratones Has1-/-, la histopatologia de los tejidos
blandos después delalesion no se detiene. Mas bien, se transforma en respuestas fibro-proliferativas adicionalesy
los clasicos cambios artrésicos que incluyen la pérdida del cartilago de los sitios inicialmente no lesionados, tales
como las superficies tibial yrotuliana, y el desarrollo de osteofitos en los aspectos lateral y medial del surco femoral.

En resumen, segun se evalla mediante este grupo de métodos, la respuesta de reparacion es muy eficaz en los
ratones naturales, pero esta esencialmente ausente en los ratones Has1-/-. Los andlisis de la matriz RT? PCR para
los componentes de las rutas de la fibrosis, de la curacién de heridas y de la inflamacion revelan que los ratones
naturales ylos Has1-/- muestran una expresion de los geles notablemente diferente en la totalidad de las 3 rutas. Se
eligen 50 genes de cada ruta que se encuentra que discriminan mejor entre los 2 genotipos para su uso en la
generacion de un indice de reparacion:



10

15

ES2756 173 T3

En analisis paralelos del ARNm de tejidos particulares murinos yhumanos, los modelos murino yhumano y muestan
rutinariamente unos valores similares para la abundancia de transcritos para los genes de interés. Los valores de la
abundancia para las muestras tanto murinas como humanas estan controlados internamente frente a: el gen
constitutivo, la deshidrogenasa de gliceraldehido-3-fosfato (GAPDH).) Esto permite la estandarizacién de los analisis
de laexpresion génica humana frente alos valores murinos obtenidos en las mismas condiciones de ensayo.
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Tabla 6: abundancia del transcrito, ruta de la inflamacién, conjunto de genes 2
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Tabla 9: abundancia del transcrito, ruta de la inflamacién, conjunto de genes 3

Tabla 10: conjunto de genes de normalizacién 1

Sn
Gen Reparacion reparacion HNRIR
Akt 3,0 11%3 15
CRirs 3E,¥ 87,0 2.5
feff %3 163, 1 2,
Lib 203 339 17
Stat? AGGR 17,2 %
Riatd 8,3 LS B
bicti 78 17,3 s
Fafesfih 3.5 44,7 L3
Datos del paciente |  Paciente A/
A para los genes murino para los
que no responden genes que no
responden
Ak 3% U458
Caflrd 25 3,78
Eeel 37 §47
Leb 16 a8
Statt 38 RS
Ftald &8 &4.28
Taf 21 P
Trsﬁ?;sf?;_f}_ 38 .75
Proporcion promedio §,85

Tabla 11: calculo del indice de laruta de la fibrosis: proporcién de genes que noresponden

Abundancia del | Abundancia Abundancia del { Abundancia del § Paciente A Paciente A
transcrito, ruta del transcrito, transcrito, ruta transcrito, ruta  { Abundancia del { Puntuacién
de la fibrosis ruta de la de la fibrosis de la fibrosis transcrito, ruta del indice
(murino) fibrosis (humano) (humano) de la fibrosis
Reparacion (murino) Reparacion Sin reparacion
Sin reparacion
Gen
1| _intbe 2,1 SETTI Bt 38 48 ©
2 sap1 90 saes 1B 464 281 8
3 a3 G 5
3 ity xS 17,1 0,12 93 ot :
! b o i 3 % 5
& 1 Fwrs 08 ST e a2 aa
5 34y L 0% 3,54 5,348 4,5 4,3 g
o 8% 3 o X
§ | gdu 68 w10 32 S >
Puntua- 41
cion total

11




ES 2756 173 T3

Tabla 12: célculo delindice de laruta de la fibrosis para un paciente humano
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Tabla 13: genes adicionalesincluidos en las rutas de lafibrosis, de la curacion de heridas o de lainflamacion - conjunto
1

Gen
Csf2
|na
Ins2
Bmp8b
Ctf2
Gdf15
Ifna2
13
1H17c
1125

1"
Tnfsf18
Tnfsf4
M3

4

A = A R R A L R LS B
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Tabla 14: genes adicionalesincluidos en las rutas de la fibrosis, de la curacion de heridas o de lainflamacion - conjunto
2

Gen
1 Acan
2 Ambp
3 Colt1at
4 Col1az2
5 Col2a1
6 Col3a1
7 Has1
8 Has2
9 Has3
10 ' _Itih1
11 itih2
12 Stab2
13 . Tnfaip6
14 _ ~ Vean

Tabla 15: genes de la matriz extracelulary asociados alared de hialuronano relacionados con las rutas de la fibrosis,
de lacuracion de heridas o de la inflamacién

13
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REIVINDICACIONES

1. Un método para la clasificacion de la calidad de una respuesta de reparacion después de una lesién en una
articulacion de un sujeto humano o veterinario, que comprende:

la determinacidn de los niveles de expresion del ARNm de una pluralidad de genes expresados en una muestra
detejido tomadade unaregion intraarticular de la articulacion, comprendiendola pluralidad de genes al menos los
genesindicadosenlaTABLA 1, enla TABLA 2yenla TABLA 3;y

el calculo de una puntuacion del indice de reparacion sobre la base de los niveles de expresion del ARNm de la
pluralidad de genes,

en el que el calculo de la puntuacién del indice de reparacion comprende:

la comparaciénde los niveles de expresion del ARNm con los primeros niveles de expresién convencionales de la
pluralidad de genes y los segundos niveles de expresién convencionales de la pluralidad de genes, en el que se
sabe que los primeros niveles de expresién convencionales son indicativos de un perfil reparador yen el que se
sabe que los segundos niveles de expresion convencionales son indicativos de un perfil no reparador;

la asignacion de una subpuntuacion para cada uno de la pluralidad de genes, en el que la subpuntuacion es una
medidadel nivel de expresion del ARNm de ese gencon respecto al primer nivel de expresién habitual yal segundo
nivel de expresion habitual paraese gen,y la sumade las subpuntuaciones para obtener la puntuacion del indice
de reparacion;

en el que la puntuacién del indice de reparacion es indicativa de la calidad del proceso de reparacién, yen el que
la puntuacion del indice de reparacion es indicativa de un perfil no reparador si la puntuacion del indice de
reparacion es indicativa de un elevado nivel de expresién del ARNm de cada uno de lapluralidad de genes.

2. El método de la reivindicacion 1, en el que los primeros niveles de expresion convencionales son los niveles de
expresion posteriores a la lesién de un ratén natural, y en el que los segundos niveles de expresidn convencionales
sonlos niveles de expresion posterioresa lalesion de unratdn que carece de la sintasa de hialuronano 1.

3. EImétodo de lareivindicacién 2, que comprende adicionalmente la aplicacionde un factor de correccién para ajustar
la abundanciarelativa de los primeros y de los segundos niveles de expresion conrespecto a los genes expresados
en la muestra de tejido, en el que el factor de correccion se calcula como una proporcion génica promedio entre los
niveles de expresién murinos y los niveles de expresion de los correspondientes genes en el sujeto humano o
veterinario, y los niveles de expresién de los genes murinos se multiplican por el factor de correccién para generar un
intervalo equivalente para el sujeto humano o veterinario para cada gen.

4. El método de lareivindicacién 2, en el que los primeros niveles de expresidonconvencionales ylos segundos niveles
de expresién convencionales son los niveles de expresion medidos entre 2 semanas y4 semanas después de la
lesion.

5. El método de la reivindicacion 1, en el que la pluralidad de genes comprende al menos los genes indicados en la
TABLA 4,enlaTABLA 5y enla TABLA 60 almenos losgenesindicadosenla TABLA7, enla TABLA 8 y enla TABLA
9.

6. El método de la reivindicacion 5, en el que la pluralidad de genes comprende adicionalmente los genes indicados
enlaTABLA 130enla TABLA 14 0 enlaTABLA 15.

7. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en el que la muestra de tejido comprende material
seleccionado entre el grupo que consiste en cartilago, membrana sinovial, tejido meniscal comprimido, revestimiento
de la cidpsulaarticular, ligamentos ycombinaciones de al menos dos de estos materiales, o en el que la determinacién
de los niveles de expresion del ARNm comprendelarealizacion de un ensayo de la PCR con transcriptasa inversaen
tiemporeal.

8. Terapia de viscosuplementacién con AH, cremas antiinflamatorias, geles antiinflamatorios o aerosoles, farmacos
antiinflamatorios no esteroideos (AINE), inyecciones de esteroides o comprimidos de esteroides para su uso en el
tratamiento de unalesion de una articulacion de un sujeto humano o veterinario en el que se ha calculado que dicho
sujeto tiene una puntuacion del indice de reparacion indicativa de un perfil no reparador mediante el método segin se
define en lareivindicacion 1.

9. Terapia de viscosuplementacién con AH, cremas antiinflamatorias, geles antiinflamatorios o aerosoles, farmacos
antiinflamatorios no esteroideos (AINE), inyecciones de esteroides o comprimidos de esteroides parasu uso segunla
reivindicacion 8, en la que la muestra de tejido comprende material seleccionado entre el grupo que consiste en
cartilago, membrana sinovial, tejido meniscal, revestimiento de la capsula articular, ligamentos y combinaciones de al
menos dos de estos materiales.

10. Terapia de viscosuplementacién con AH, cremas antiinflamatorias, ge les antiinflamatorios o aerosoles, farmacos

antiinflamatorios no esteroideos (AINE), inyecciones de esteroides o comprimidos de esteroides parasu uso seginla
reivindicacion 8 o 9, en la que el sujeto es un sujeto humano y en la que los niveles de expresion del ARNm se

14
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determinan entre 4 semanasy 12 semanas despuésde lalesion.

11. Terapia de viscosuplementacién con AH, cremas antiinflamatorias, geles antiinflamatorios o aerosoles, farmacos
antiinflamatorios no esteroideos (AINE), inyecciones de esteroides o comprimidos de esteroides para su uso segin
una cualquiera de las reivindicaciones 8 a 10, en la que la pluralidad de genes comprende al menos los genes
indicados enla TABLA 4, enla TABLA 5y en laTABLA 6 o0 almenos los genesindicados en la TABLA 7, en la TABLA
8yenlaTABLA 9.

12. Terapia de viscosuplementacidon con AH, cremas antiinflamatorias, geles antiinflamatorios o aerosoles, farmacos
antiinflamatorios no esteroideos (AINE), inyecciones de esteroides o comprimidos de esteroides para su us o segunla
reivindicacion 11, en la que la pluralidad de genes comprende adicionalmente los genes indicados en la TABLA 13 o
enlaTABLA 140 enla TABLA 15.

15
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