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DESCRIPCIÓN 

Métodos de evaluación de células y cultivos celulares 

[0001]      Esta solicitud reivindica la prioridad sobre la solicitud provisional 60/910,574 presentada el 6 de abril 
de 2007. 

[0002]      Esta invención guarda relación con los métodos de determinación de la composición de un cultivo 5 
celular, y más concretamente, con métodos para diferenciar los condrocitos de los fibroblastos.  

[0003]      Las lesiones del cartílago articular presentan bajas tasas de reparación, debido en parte a la falta de 
aporte sanguíneo en el tejido cartilaginoso (Basad y cols., En: Hendrich y cols., Cartilage Surgery and Future 
Perspectives, Thieme Verlag, 49-56 (2003)). El traumatismo de la articulación de la rodilla puede producir, por ejemplo, 
lesiones condrales y osteocondrales, y, dichas lesiones pueden evolucionar a osteoartritis (Brittberg y cols., New 10 
England Journal of Medicine, 331(14): 889-895 (1994)). En casos graves de osteoartritis, puede ser necesaria la 
artroplastia total de rodilla. Sin embargo, las prótesis artificiales usadas en las artroplastias de rodilla tienen ciclos de 
vida útil limitados, por lo que las artroplastias de rodilla no constituyen soluciones idóneas, especialmente en pacientes 
de edad no avanzada (Brittberg y cols., supra). 

[0004]      En algunos casos, las lesiones del cartílago articular pueden repararse mediante el implante de 15 
condrocitos autólogos (Brittberg y cols., Clin. Orthopaed. Rel. Res., 367S: S147-S155 (1999)). En esta intervención, se 
recogen condrocitos de un paciente, se expanden en un cultivo celular para aumentar el número de condrocitos y, 
posteriormente, se vuelven a implantar en el paciente, la zona de la lesión. Los condrocitos se cubren con un colgajo de 
tejido perióstico para precintar los condrocitos en el lugar de la lesión. Aunque los condrocitos cultivados muestran 
tendencia a desdiferenciarse en cultivo, en el implante realizado con éxito, los condrocitos desdiferenciados conservan 20 
su capacidad de rediferenciación y se rediferenciarán a condrocitos que producen tejido cartilaginoso hialino tras la 
implantación.  

[0005]      En una técnica modificada conocida como implante de condrocitos autólogos inducidos en matriz 
(procedimiento de implantación MACI@.), los condrocitos cultivados se cargan en una matriz de colágeno antes de 
implantarse en el paciente (Basad y cols., supra). Además, la matriz de colágeno puede fijarse con adhesivo de fibrina 25 
en lugar de suturarse, lo que simplifica la técnica quirúrgica.  

[0006]      Pueden usarse distintas técnicas y medios para cultivar condrocitos. Por ejemplo, se describen 
ejemplos de medios de cultivo de condrocitos sin suero y métodos de aislamiento y propagación de condrocitos, en las 
patentes EE. UU. números 6,150,163 y 7,169,610, y en la solicitud provisional de patente EE. UU. N.º 60/805,307. 

[0007]      Con los condrocitos pueden aislarse conjuntamente fibroblastos o células fibroblastoides (como los 30 
sinoviocitos) y, de este modo, copropagarse en un cultivo celular durante la preparación de implantes de condrocitos. Se 
sabe que los condrocitos toman el aspecto de fibroblastos cuando se desdiferencian en cultivo (Benya y Shaffer, Cell, 
30: 215-224 (1982)). Sin embargo, mantienen su capacidad de diferenciación, es decir, son capaces de volver a 
expresar un fenotipo condrocitario tras la implantación. En consecuencia, puede ser difícil distinguir por su aspecto los 
condrocitos desdiferenciados cultivados de los fibroblastos o células fibroblastoides cocultivados. 35 

[0008]       Además, los patrones de expresión génica de los condrocitos desdiferenciados cultivados son 
distintos de los de los condrocitos nativos del cartílago. Por ejemplo, muchos marcadores netamente expresados en los 
condrocitos nativos del cartílago presentan un nivel reducido de expresión en los condrocitos cultivados (Binette y cols., 
J. Orthopaed. Res., 16: 207-216 (1998)). En consecuencia, la expresión de tal marcador condrocitario puede no 
distinguir necesariamente un condrocito desdiferenciado de células de otro tipo que puedan estar presentes en el cultivo 40 
celular. Además, muchos marcadores conocidos de los fibroblastos se expresan tanto en los condrocitos 
desdiferenciados como en los condrocitos nativos del cartílago, aunque en diferentes niveles. En consecuencia, el nivel 
de expresión de tal marcador fibroblástico puede no indicar necesariamente si las células presentes en la muestra sean 
un condrocitos desdiferenciados, fibroblastos, o células fibroblastoides. 

A partir de WO 2006/094836 se conoce un método que distingue entre los condrocitos y los fibroblastos, que se basa en 45 
el nivel de expresión y/o de metilación del ADN de siete genes. 

Stokes y cols., Arthritis and Rheumatism, vol. 46, no. 2, 2002, pp 404-419 muestra que tanto los condrocitos 
diferenciados como los desdiferenciados expresan marcadores característicos del cartílago, pero no se comparan con 
los fibroblastos. 

En documentos Martlovits y cols., FASEB Journal, vol. 15, no. 4, 2001, página A34 y Kolettas y cols., J. of Cell Science, 50 
vol. 108, no. Parte 5, 1995, pp. 1991-1999 se destaca la similitud en el patrón de expresión de los condrocitos 
desdiferenciados y los fibroblastos. 
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[0009]      Es necesario disponer de métodos para identificar los condrocitos, los fibroblastos y las células 
fibroblastoides, especialmente, de métodos aplicables al cultivo celular. 

RESUMEN DE LA INVENCIÓN 

[0010]      En ciertos aspectos, los métodos de la invención proporcionan métodos para evaluar la 
composición de un cultivo celular (por ejemplo, para distinguir los condrocitos de los fibroblastos). Los métodos de la 5 
invención pueden usarse, por ejemplo, para evaluar los cultivos de condrocitos usados para el tratamiento de defectos 
del cartílago. Esta invención incluye un método de evaluación de la composición de un cultivo celular, comprendiendo el 
método: 

a) obtener un conjunto de células diversas de un cultivo celular; 

b) determinar el nivel de expresión promedio de un marcador fibroblástico en un conjunto diverso de células entre 10 
las que el marcador fibroblástico es el MFAP5; y 

c) determinar la composición del cultivo basándose en el nivel de expresión promedio de la proteína microfibrilar 
5 asociada (MFAP5); donde el nivel de expresión medio de MFAP5 por debajo de un determinado umbral indica 
que el cultivo celular incluye condrocitos. 

También incluye un método de evaluación de la composición de un cultivo celular, comprendiendo el método lo 15 
siguiente: 

a) aislamiento de células de biopsia de cartílago procedente de mamífero;  

b) cultivo de células aisladas en el paso a) en un cultivo celular; 

c) obtención de una muestra de cultivo celular; 

d) determinación del nivel de expresión de MFAP5 y HAPLN 1 en una o más células de la muestra; y –  20 

e) determinación de la composición del cultivo basándose en el nivel de expresión de MFAP5 y HAPLN1. 

[0011]      La invención se basa, al menos en parte, en la identificación del MFAP5 como un marcador del 
fenotipo celular que se expresa en alto grado en ciertos tipos celulares no condrocitarios, como fibroblastos o 
sinoviocitos, al tiempo que se expresa en un nivel significativamente inferior en los condrocitos. La invención también se 
basa, al menos en parte, en el hallazgo de que las proporciones del nivel de expresión de MFAP5 y un marcador 25 
condrocitario, como el HAPLN1, constituye un indicador fiable del fenotipo celular en cultivos derivados de biopsias de 
cartílago. Mientras que bajo ciertas condiciones puede ser preferible usar ambos tipos de marcadores (por ejemplo, 
marcadores de fibroblastos y condrocitos) para confirmar la composición del cultivo celular o el fenotipo de una célula 
individual, la invención también proporciona materializaciones en las que la determinación del nivel de expresión 
normalizada del marcador MFAP5 aislado puede ser suficiente para tal fin. 30 

[0012]      El nivel de expresión normalizado de MFAP5 es inferior en los condrocitos que en los fibroblastos. 
En algunas materializaciones, el marcador de los fibroblastos es el MFAP5, y su nivel de expresión normalizado es 
inferior en los condrocitos (por ejemplo, condrocitos primarios y/o transferidos) que en los fibroblastos y/o los 
sinoviocitos. En algunas materializaciones, el marcador de los fibroblastos se expresa al menos 2, 5, 8, 10 veces menos 
en los condrocitos que en los fibroblastos y/o los sinoviocitos.  35 

[0013]      Así pues, en un aspecto, la invención proporciona un método de evaluación de la composición de 
un cultivo celular (Método 1), es decir, cultivo celular que, con cierta probabilidad, contiene condrocitos; también se 
describe un método de referencia para evaluar el fenotipo de una célula individual (Método 2). En las materializaciones 
del Método 1, el nivel de expresión de cada marcador se determina como el nivel de expresión promedio de dicho 
marcador en una diversidad de células (es decir, la muestra de cultivo). En las materializaciones del Método 1, la 40 
composición de un cultivo celular puede ser evaluado en conjunto para determinar si contiene condrocitos. En algunos 
aspectos del Método 2, el nivel de expresión de un marcador se determina como el nivel de expresión de dicho marcador 
en la célula individual que se está evaluando. Así pues, mientras que el Método 1 identifica la composición del cultivo 
celular, el Método 2 identifica el fenotipo de una célula aislada, es decir, si dicha célula es o no un condrocito.  

[0014]      En algunas materializaciones, el Método 1 comprende:  45 

a)  obtener un conjunto de células diversas de un cultivo celular; 

b) determinar el nivel de expresión promedio de un marcador fibroblástico de la invención en un conjunto 
diverso de células del cultivo celular entre las que el marcador fibroblástico es el MFAP5; y  

c) determinar la composición del cultivo basándose en el nivel de expresión;  
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donde el nivel de expresión por debajo de un umbral predeterminado indica que el cultivo celular incluye condrocitos. De 
forma alternativa, el nivel de expresión por encima de un umbral predeterminado indica que el cultivo celular no contiene 
condrocitos (es decir, el cultivo no comprende al menos un 50 %, 55 %, 60 %, 65 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 98 
%, 99 % o más condrocitos).  

[0015]      En algunas materializaciones, el Método 1 implica comparar los niveles de expresión de un 5 
marcador fibroblástico (MFAP5) y un marcador condrocitario (es decir, HAPLN1) con un control o entre sí. En algunas 
materializaciones, el marcador fibroblástico y el marcador condrocitario son tales que la proporción de sus niveles de 
expresión (marcador condrocitario respecto al marcador fibroblástico) en condrocitos primarios y/o transferidos es 
superior o igual a 5, 10, 20, 30, 50, 75, 100 o más veces la proporción de la expresión en fibroblastos cultivados. 

[0016]      En particular, en algunas materializaciones, el Método 1 comprende: 10 

a) obtener un conjunto de células diversas de un cultivo celular; 

b) determinar el nivel de expresión medio de un marcador condrocitario en el conjunto de células diversas;  

c) determinar el nivel de expresión medio de un marcador fibroblástico en el conjunto de células diversas; 
y 

d) determinar la composición del cultivo basándose en el nivel de expresión promedio del marcador 15 
condrocitario y el nivel de expresión medio del marcador fibroblástico.  

En algunas materializaciones, el cultivo se identifica como que contiene condrocitos si el nivel de expresión del 
marcador condrocitario se encuentra por encima de un umbral preestablecido, mientras que el nivel de expresión del 
marcador fibroblástico se encuentra pos debajo de un umbral preestablecido. De forma alternativa, el nivel de expresión 
del marcador fibroblástico por encima de un umbral predeterminado indica que el cultivo celular no contiene condrocitos 20 
(es decir, el cultivo no comprende al menos un 50 %, 55 %, 60 %, 65 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 98 %, 99 % o 
más condrocitos).  

[0017]      En algunas materializaciones, determinar la composición del cultivo incluye comparar el nivel de 
expresión promedio del marcador condrocitario y el nivel de expresión medio del marcador fibroblástico. En algunas 
materializaciones, los niveles de expresión de los marcadores se comparan respecto a su relación entre sí (por tanto, los 25 
umbrales pueden definirse, por ejemplo, como una diferencia dada entre los niveles de expresión de dos marcadores, o 
una proporción entre los mismos). Por ejemplo, en algunas materializaciones, una proporción entre el nivel de expresión 
de un marcador condrocitario (por ejemplo, HAPLN1) respecto al de un marcador fibroblástico (por ejemplo, MFAP5), 
que sea mayor de un umbral predeterminado, por ejemplo, 0,25, 0,55, 1, 2, 2,2, 5, 10, 25, 50 o más, indica que cultivo 
celular contiene condrocitos.  30 

[0018]      En algunas materializaciones del Método 1, los niveles de expresión de los marcadores 
condrocitarios y fibroblásticos están determinados a nivel del ARN, por ejemplo, según un método cuantitativo de curva 
estándar de RT-PCR (PCR en tiempo real) o según un método CT cuantitativo comparativo de PCR en tiempo real (que 
mide la diferencia en el número de ciclos umbral requeridos para el marcador fibroblástico y los marcadores 
condrocitarios).  35 

[0019]      En un aspecto relacionado, la descripción constituye un método para evaluar el fenotipo de una 
célula individual (Método 2), por ejemplo, usando citometría de flujo o RT-PCR con una sola célula. El método es útil 
para identificar células individuales en un cultivo celular, incluidos cultivos celulares derivados de cartílago o sinovial, 
cultivos de condrocitos, cultivos de fibroblastos, cultivos de sinoviocitos, o cualquier otro cultivo que resulte apropiado. El 
método también es útil para identificar células individuales derivadas de cualquier muestra biológica apropiada en la que 40 
se desee identificar células individuales, incluidas muestras de cartílago, muestras de sinovial, muestras de fibroblastos, 
etc. Los marcadores fibroblásticos y condrocitarios en el Método 2 deben elegirse y evaluarse como se describe para el 
Método 1.  

[0020]      En algunas materializaciones, el Método 2 comprende:  

a) determinar el nivel de expresión de un marcador fibroblástico de la invención en la célula; y 45 

b) determinar el fenotipo de la célula basándose en el nivel de expresión del marcador fibroblástico; 

donde el nivel de expresión por debajo de un umbral predeterminado indica que la célula es un condrocito. De forma 
alternativa, el nivel de expresión por encima de un umbral predeterminado indica que la célula no es un condrocito (por 
ejemplo, un fibroblasto o un sinoviocito). En algunos aspectos, el Método 2 comprende:  

a) determinar el nivel de expresión de un marcador condrocitario en la célula;  50 
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b) determinar el nivel de expresión de un marcador fibroblástico en la célula; y 

c) evaluar el fenotipo de la célula basándose en el nivel de expresión del marcador condrocitario y el nivel 
de expresión del marcador fibroblástico.  

En algunas materializaciones, la célula se identifica como un condrocito si el nivel de expresión del marcador 
condrocitario se encuentra por encima de un umbral preestablecido, mientras que el nivel de expresión del marcador 5 
fibroblástico se encuentra por debajo de un umbral preestablecido. De forma alternativa, la célula no será un condrocito 
si el nivel de expresión del marcador condrocitario se encuentra por debajo de un umbral preestablecido, mientras que 
el nivel de expresión del marcador fibroblástico se encuentra por encima de un umbral preestablecido. En algunas 
materializaciones, el paso c) de la evaluación del fenotipo de la célula incluye comparar el nivel de expresión del 
marcador condrocitario y el nivel de expresión del marcador fibroblástico.  10 

[0021]      En la descripción que sigue a continuación se expondrán aspectos adicionales de la invención.  

BREVE DESCRIPCIÓN DE LAS FIGURAS 

[0022]      La figura 1 es un diagrama de flujo que ilustra los estadios en un proceso de fabricación ejemplar 
usado para producir condrocitos cultivados a partir de biopsias condrocitarias.  

[0023]      La figura 2 describe el nivel de expresión de HAPLN1 en varias cepas celulares determinadas 15 
mediante un método de curva estándar de RT-PCR. Los niveles de expresión fueron normalizados según el ARN 
ribosómico 18S. El nivel de expresión en los condrocitos primarios (CP) se escaló a 1; las otras proporciones se 
escalaron en consecuencia. Las cepas celulares usadas se enumeran en la tabla 2.  

[0024]      La figura 3 describe los niveles de expresión de MFAP5 en las mismas cepas celulares como se 
muestra en la figura 2, según se determinó mediante un método de curva estándar de RT-PCR. Los niveles de expresión 20 
fueron normalizados según el ARN ribosómico 18S. El nivel de expresión en los condrocitos primarios (CP) se escaló a 
1; las otras proporciones se escalaron en consecuencia. 

[0025]      La figura 4 describe las proporciones de los niveles de expresión de HAPLN1 y MFAP5 de las 
figuras 2 y 3. La proporción en los condrocitos primarios (CP) se escaló a 1; las otras proporciones se escalaron en 
consecuencia.  25 

[0026]      La figura 5 describe los niveles de expresión de HAPLN1 y de MFAP5 en las mismas cepas como 
se muestra en la figura 2. Los niveles de expresión se determinaron mediante un método CT comparativo de RT-PCR, y 
las proporciones se calcularon como 2^(CT,MFAP5 - CT,HAPLN1).  

[0027]      La figura 6 describe los niveles de expresión de HAPLN1 en un número de cepas adicionales de 
condrocitos y sinoviocitos. Los niveles de expresión se determinaron mediante un método de curva estándar de RT-PCR 30 
y normalizado según el ARN ribosómico 18S. El nivel de expresión en los condrocitos primarios (CP) se escaló a 1; las 
otras proporciones se escalaron en consecuencia. Las cepas celulares usadas se enumeran en la tabla 3.  

[0028]      La figura 7 describe los niveles de expresión de MFAP5 en las mismas cepas como se muestra en 
la figura 6. Los niveles de expresión se determinaron mediante un método de curva estándar de RT-PCR y normalizado 
según el ARN ribosómico 18S. El nivel de expresión en los condrocitos primarios (CP) se escaló a 1; las otras 35 
proporciones se escalaron en consecuencia. 

[0029]      La figura 8 describe las proporciones de los niveles de expresión de HAPLN1 y MFAP5 de las 
figuras 6 y 7. La proporción en los condrocitos primarios (CP) se escaló a 1; las otras proporciones se escalaron en 
consecuencia. 

[0030]      La figura 9 describe los niveles de expresión de HAPLN1 y de MFAP5 en las mismas cepas como 40 
se muestra en la figura 6. Los niveles de expresión se determinaron mediante un método CT comparativo de RT-PCR, y 
las proporciones se calcularon como 2^(CT,MFAP5 - CT,HAPLN1). 

[0031]      La figura 10A describe los niveles de expresión de HAPLN1 y de MFAP5 en las mismas cepas 
como se muestra en las figuras 2 y 6, así como cepas adicionales de condrocitos, sinoviocitos y fibroblastos dérmicos 
identificados en la tabla 4. Los niveles de expresión se determinaron mediante un método CT comparativo de RT-PCR 45 
usando cebadores y sondas diseñadas a medida según se describe en el ejemplo 3. Las proporciones HAPLN1:MFAP5 
se calcularon como 2^(CT,MFAP5 - CT,HAPLN1). La figura 10B describe las proporciones de los niveles de expresión de 
HAPLN1 y de MFAP5 en cepas celulares adicionales como se muestra en la tabla 5. Los niveles de expresión se 
determinaron usando los mismos métodos descritos en la figura 10A.  
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[0032]      La figura 11 muestra una comparación entre las proporciones del nivel de expresión para HAPLN1 
y MFAP5 en cultivos monocapa y con estructura de colágeno. Las cepas celulares se enumeran en la tabla 7. Los 
niveles de expresión de HAPLN1 y MFAP5 se determinaron mediante un método de curva estándar de RT-PCR,. Los 
niveles de expresión fueron normalizados según el ARN ribosómico 18S. La proporción en cultivo monocapa de 
condrocitos primarios (CP) se escaló a 1; las otras proporciones se escalaron en consecuencia. 5 

[0033]      La figura 12 muestra una comparación entre las proporciones del nivel de expresión para HAPLN1 
y MFAP5 en cultivos monocapa y con estructura de colágeno usando las mismas cepas como se muestra en la figura 
11. Los niveles de expresión de HAPLN1 y MFAP5 se determinaron mediante un método CT comparativo de RT-PCR, y 
las proporciones se calcularon como 2^(CT,MFAP5 - CT,HAPLN1). 

[0034]      La figura 13 describe el cambio en las proporciones del nivel de expresión de HAPLN1 y MFAP5 10 
como una función del nivel de cultivo. Tres cepas de sinoviocitos se cultivaron a partir de cultivo primario (nivel 1 de 
cultivo) hasta la cuarta transferencia (nivel 5 de cultivo), como se muestra en la figura. Los niveles de expresión de 
HAPLN1 y MFAP5 se determinaron mediante un método CT comparativo de RT-PCR, y las proporciones se calcularon 
como 2^(CT,MFAP5 - CT,HAPLN1).  

[0035]      Las figuras 14A y 14B describen el cambio en las proporciones del nivel de expresión de HAPLN1 15 
y MFAP5 como una función del nivel de cultivo. En las figuras 14A y 14B, se obtuvieron cepas de condrocitos a partir de 
cartílago (nivel 0 de cultivo) que, posteriormente, se cultivaron a partir de transferencia primaria (nivel 1 de cultivo) hasta 
transferencia secundaria (nivel 3 de cultivo), como se muestra en la figura. Los niveles de expresión se determinaron 
mediante un método CT comparativo de RT-PCR usando cebadores y sondas diseñadas a medida según se describe en 
el ejemplo 5. La proporción HAPLN1:MFAP5 se calculó como 2^(CT,MFAP5 - CT,HAPLN1). 20 

[0036]      La figura 15 describe las proporciones de los niveles de expresión de HAPLN1 y MFAP5 en cultivos 
de poblaciones mixtas de condrocitos y sinoviocitos. Se llevaron a cabo tres ensayos, cada uno con proporciones 
variables de los dos tipos celulares. Los niveles de expresión se determinaron mediante un método CT comparativo de 
RT-PCR usando cebadores y sondas diseñadas a medida según se describe en el ejemplo 6. Las proporciones 
HAPLN1:MFAP5 se calcularon como 2^(CT,MFAP5 - CT,HAPLN1). 25 

[0037]      La figura 16 describe las proporciones molares de los niveles de expresión de HAPLN1 y de 
MFAP5 en varias cepas celulares, que se muestran en la tabla 12, usando números absolutos de copias de los 
marcadores determinados mediante un método de cuantificación absoluto. La RT-PCR se llevó a cabo como se describe 
en el ejemplo 3, excepto porque se usaron 2 µl de cDNA por cada 13 µl de reacción PCR. Las curvas estándares se 
prepararon a partir de estándares sintéticos de transcripciones de ARN de HAPLN1 y MFAP5 pasadas a 103, 104 y 105 30 
copias/reacción. La cantidad de copias de ARNm de HAPLN1 y MFAP5 presentes en cada muestra analizada se 
determinó a partir de estas curvas estándar.  

DESCRIPCIÓN DETALLADA DE LA INVENCIÓN 

[0038]      La invención se basa, al menos en parte, en la identificación del MFAP5 como un gen que se 
expresa en alto grado en ciertos tipos celulares no condrocitarios, como fibroblastos o sinoviocitos, al tiempo que se 35 
expresa en un grado significativamente inferior en los condrocitos. En consecuencia, la invención proporciona métodos 
para usar MFAP5 como marcador del fenotipo celular. MFAP5 es una proteína rica en serina-treonina que se una a las 
fibrilinas y que se consideró que intervenía en la estabilización del procolágeno de tipo I (Lemaire y cols. Arthritis & 
Rheumatism, 52(6): 1812-1823 (2005)). Las secuencias del nucleótido y del aminoácido del MFAP5 humano puede 
encontrarse en el N.º de Aceptación GenBank® NM_003480; su secuencia nucleotídica también se proporciona como 40 
SEQ ID NO:1. Además de, o en lugar de MFAP5, también pueden usarse otros marcadores fibroblásticos en los 
métodos de la invención, como se describe más abajo.  

[0039]      En consecuencia, en un aspecto, la invención proporciona un método de evaluación de la 
composición de un cultivo que incluya condrocitos (Método 1) Y también se describe un método de referencia para 
evaluar el fenotipo de una célula individual (Método 2).  45 

[0040]      En las materializaciones del Método 1, el nivel de expresión de cada marcador se determina como 
el nivel de expresión promedio de dicho marcador en una diversidad de células. En las materializaciones del Método 1, 
la composición de un cultivo celular puede ser evaluado en conjunto para determinar si contiene condrocitos. En los 
aspectos del Método 2, el nivel de expresión de un marcador se determina como el nivel de expresión de dicho marcador 
en una célula individual que se está evaluando. Así pues, mientras que el Método 1 identifica la composición del cultivo 50 
celular, el Método 2 identifica el fenotipo de una célula aislada, por ejemplo, si dicha célula es o no un condrocito.  

[0041]      En algunas materializaciones, el marcador de los fibroblastos se expresa al menos 2, 5, 8, 10 veces 
menos, o menos aún, en los condrocitos que en los fibroblastos y/o los sinoviocitos. Tales marcadores adicionales 
pueden identificarse mediante, por ejemplo un análisis de matriz génica, como se describe, por ejemplo, en Leung y 
cols., Trends in Genetics, 19(11): 649 -659 (2003). 55 
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[0042]      En algunas materializaciones, el Método 1 comprende la determinación del nivel de expresión de un 
marcador fibroblástico de la invención en un conjunto diverso de células de un cultivo celular, donde el nivel de expresión 
por debajo de un umbral predeterminado indica que el cultivo celular incluye condrocitos. De forma alternativa, el nivel de 
expresión por encima de un umbral predeterminado indica que el cultivo celular no contiene condrocitos (es decir, el 
cultivo no comprende al menos un 50 %, 55 %, 60 %, 65 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 98 %, 99 % o más 5 
condrocitos).  

[0043]      En la invención, el marcador de los fibroblastos es el MFAP5, y una expresión de MFAP5 superior al 
umbral por parte del cultivo celular indica que el cultivo contiene un número sustancial de no condrocitos. En algunas 
materializaciones, el nivel umbral predeterminado es 1) igual o inferior al de la expresión de MFAP5 en cultivos de 
fibroblastos puros (por ejemplo, 2, 3, 4, o 5 veces inferior) o 2) igual o mayor que (por ejemplo, 2, 3, 4, o 5 veces 10 
superior) el nivel de expresión de MFAP5 en cultivos de condrocitos puros (por ejemplo, condrocitos primarios obtenidos 
a partir de biopsias de cartílago). El nivel “predeterminado” no hay que seleccionarlo antes de determinar los niveles de 
expresión del marcador y puede seleccionarse después de determinar los niveles de expresión, basándose, por ejemplo, 
en el análisis estadístico de los resultados de expresión.  

[0044]      La pluralidad de células del cultivo que se está evaluando puede representarse mediante una 15 
muestra o una alícuota obtenida de dicho cultivo. Por ejemplo, en el caso de cultivos crecidos en matrices de colágeno, 
la muestra obtenida por punción puede usarse como se describe en los Ejemplos. La pluralidad de células contendrá 
típicamente al menos el número de células suficiente para llevar a cabo un método dado de análisis de expresión, o 
más. Por ejemplo, para la PCR son suficientes generalmente sólo de 10 a 1.000 células, aunque también puede usarse 
un número inferior.  20 

[0045]      En algunas materializaciones, el Método 1 y el Método 2 implican comparar los niveles de expresión 
de un marcador fibroblástico (MFAP5) y un marcador condrocitario (por ejemplo, HAPLN1 u otro marcador condrocitario) 
con un control o entre sí. El orden en que se determinen los niveles de expresión de ambos marcadores puede variar. 
Por ejemplo, se puede determinar primero el nivel de expresión de un marcador condrocitario y a continuación 
determinar el nivel de expresión de un marcador fibroblástico, o viceversa. En algunas materializaciones, los niveles de 25 
expresión de ambos tipos de marcadores puede determinarse simultáneamente.  

[0046]      En la tabla 1 se muestran ejemplos de algunos marcadores condrocitarios útiles en los métodos de 
la invención, incluidos sus números de aceptación GenBank™ y los SEQ ID NOs. Así pues, en algunas 
materializaciones, el marcador condrocitario se selecciona entre HAPLN1, MGP, EDIL3, WISP3, AGC1, COMP, 
COL2A1, COL9A1, COL11A1, LECT1, S100B, CRTAC1, SOX9 y NEBL.  30 
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Tabla 1: Ejemplos de marcadores condrocitarios 

Nombre del marcador GenBank™ 

N.º de aceptación 

SEQ ID NO Referencia  

Proteína 1 de unión de 
hialuronano y 
proteoglicano (HAPLN1)  

NM_001884 SEQ ID NO:2 Buckwalter y cols., J. Biol. 
Chem., 259(9): 5361-5363 
(1984) 

Proteína Gla de matriz 
(MGP)  

NM_000900 SEQ ID NO:3 Monroe y cols., Nat Genet., 
21(1): 142-4 (1999) 

Repeticiones tipo GF y 
dominios tipo discoidina I 
3 (EDIL3)  

NM_005711 SEQ ID NO:4 Genes Dev., 12(1): 21-33 
(1998) 

Proteína 3 de señal 
inducida por WNT1 
(WISP3) 

NM_003880 SEQ ID NO:5 Kutz y cols., Mol. Cell. Biol., 
25(1): 414-21 (2005) 

Agrecano 1 (AGC1) NM_001135 SEQ ID NO:6 Roughley y cols., Eur. Cell 
Mater.,11: 1-7 (2006) 

proteína oligomérica de la 
matriz cartilaginosa 
(COMP) 

 NM_000095 SEQ ID NO:7 Song y cols., J. Hum. Genet., 
48(5): 222-5 (2003) 

colágeno de tipo II 
(COL2A1) 

NM_001844 SEQ ID NO:8 Nishimura y cols., Hum. 
Mutat., 26(1): 36-43 (2005) 

colágeno de tipo IX 
(COL9A1) 

NM_001851 SEQ ID NO:9 Czarny-Ratajczak y cols., Am. 
J. Hum. Genet., 69(5): 969-80 
(2001)) 

colágeno de tipo XI 
(COL11A1) 

NM_001854 SEQ ID NO:10 Poulson y cols., J. Med. 
Genet., 41(8):e107 (2004) 

quimiotaxina 1 derivada 
de células leucocitarias 
(LECT1)  

NM_007015 SEQ ID NO:11 Hiraki y cols., Eur. J. 
Biochem., 260(3): 869-78 
(1999) 

proteína beta fijadora de 
calcio S100 (S100B) 

NM_006272 SEQ ID NO:12 Steffansson y cols., Nature, 
295(5844): 63-4 (1982) 

proteína acídica 
cartilaginosa 1 (CRTAC1) 

NM_018058 SEQ ID NO:13 Steck y cols., Biochem. J., 
353: 169-174 (2001) 

proteína 9 de la caja SRY 
(SOX9) 

NM_000346 SEQ ID NO:14 Kou e Ikegawa, J. Biol. 
Chem., 279(49): 50942-8 
(2004) 

nebulette (NEBL) NM_006393 SEQ ID NO:15 Grogan y cols., Arth. & 
Rheum., 56(2): 586-95 (2007) 

 

[0047]      Otros marcadores condrocitarios adicionales pueden identificarse mediante, por ejemplo, un análisis 
de matriz génica, como se describe, por ejemplo, en Leung y cols., Trends in Genetics, 19(11): 649-659 (2003). 
Generalmente, un marcador condrocitario es un gen o una proteína cuyos niveles de expresión normalizados son 5 
superiores en los condrocitos (por ejemplo, condrocitos primarios, condrocitos cultivados desdiferenciados) que en los 
fibroblastos (por ejemplo, fibroblastos dérmicos) y/o los sinoviocitos. En algunas materializaciones, el marcador de los 
condrocitos se expresa al menos 2, 4, 8, 10, 50, 75, 100 veces o más en los condrocitos que en los fibroblastos y/o los 
sinoviocitos.  

[0048]      En algunas materializaciones, el marcador fibroblástico y el marcador condrocitario se seleccionan 10 
de tal modo que la proporción de sus niveles de expresión en condrocitos primarios y/o condrocitos transferidos es 
superior o igual a 5, 10, 20, 30, 50, 75, 100 o más veces que en fibroblastos dérmicos y/o sinoviocitos. 
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[0049]      En particular, en algunas materializaciones, el Método 1 comprende: 

a) obtener un conjunto de células diversas de un cultivo celular; 

b) determinar el nivel de expresión medio de un marcador condrocitario en el conjunto de células 
diversas;  

c) determinar el nivel de expresión medio de MFAP5 en el conjunto de células diversas; y 5 

d) determinar la composición del cultivo basándose en el nivel de expresión promedio del marcador 
condrocitario y el nivel de expresión medio del marcador fibroblástico.  

En algunas materializaciones, el cultivo se identifica como que contiene condrocitos si el nivel de expresión del 
marcador condrocitario se encuentra por encima de un umbral preestablecido, mientras que el nivel de expresión del 
marcador fibroblástico se encuentra pos debajo de un umbral preestablecido. De forma alternativa, el cultivo no contiene 10 
condrocitos (por ejemplo, el cultivo no comprende al menos un 50 %, 55 %, 60 %, 65 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 
98 %, 99 % o más condrocitos) si el nivel de expresión del marcador condrocitario se encuentra por debajo de un umbral 
predeterminado, mientras que el nivel de expresión del marcador fibroblástico se encuentra por encima de un umbral 
preestablecido.  

[0050]      En posteriores materializaciones del Método 1, la invención comprende un método de evaluación de 15 
la composición de un cultivo celular, comprendiendo dicho método:  

a) aislamiento de células de biopsia de cartílago procedente de mamífero 

b) cultivo de células aisladas en el paso a) en un cultivo celular; 

c) obtención de una muestra de cultivo celular; 

d) determinación de los niveles de expresión de MFAP5 y HAPLN1 en una o más células de la muestra; 20 
y 

e) determinación de la composición del cultivo basándose en los niveles de expresión de MFAP5 y 
HAPLN1.  

[0051]      En algunas materializaciones, el paso de determinación de la composición del cultivo incluye 
comparar los niveles de expresión promedio del marcador condrocitario y el nivel de expresión medio del marcador 25 
fibroblástico. En algunas de tales materializaciones, el cultivo celular se evalúa como que contiene condrocitos cuando la 
proporción de la expresión de HAPLN1 respecto a MFAP5 es mayor de 0,25. En materializaciones particulares, esta 
proporción indica que cultivo celular contiene al menos un 50 % de condrocitos. 

[0052]      En algunas materializaciones, los niveles de expresión de los marcadores se comparan respecto a 
su relación entre sí (por tanto, los umbrales pueden definirse, por ejemplo, como una diferencia dada entre los niveles de 30 
expresión de dos marcadores o una proporción entre los mismos). Por ejemplo, en algunas materializaciones, una 
proporción entre el nivel de expresión de un marcador condrocitario (por ejemplo, HAPLN1) respecto al de un marcador 
fibroblástico (por ejemplo, MFAP5), que sea mayor de un umbral predeterminado, por ejemplo, 0,25, 0,55, 1, 2, 2,2, 5, 
10, 25, 50 o más, indica que cultivo celular contiene condrocitos.  

[0053]      En algunas materializaciones del Método 1, los niveles de expresión de los marcadores 35 
condrocitarios y fibroblásticos están determinados a nivel del ARN, por ejemplo, según un método cuantitativo de curva 
estándar de RT-PCR (PCR en tiempo real) o según un método CT cuantitativo comparativo de PCR en tiempo real (que 
mide la diferencia en el número de ciclos umbral requeridos para el marcador fibroblástico y los marcadores 
condrocitarios).  

[0054]      En un aspecto relacionado, la descripción constituye un método para evaluar el fenotipo de una 40 
célula individual (Método 2), por ejemplo, usando citometría de flujo. El método es útil para identificar células individuales 
en un cultivo celular, incluidos cultivos celulares derivados de cartílago o sinovial, cultivos de condrocitos, cultivos de 
fibroblastos, cultivos de sinoviocitos, o cualquier otro cultivo que resulte apropiado. El método también es útil para 
identificar células individuales derivadas de cualquier muestra biológica apropiada en la que se desee identificar células 
individuales, incluidas muestras de cartílago, muestras de sinovial, muestras de fibroblastos, etc. En algunas 45 
materializaciones, el Método 2 comprende determinar el nivel de expresión de un marcador fibroblástico de la invención 
en la célula, donde el nivel de expresión por debajo de un umbral predeterminado indica que la célula es un condrocito. 
De forma alternativa, el nivel de expresión por encima de un umbral predeterminado indica que la célula no es un 
condrocito (por ejemplo, la célula es un fibroblasto o un sinoviocito). En algunos aspectos, el Método 2 comprende:  

a) determinar el nivel de expresión de un marcador condrocitario en la célula;  50 
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b) determinar el nivel de expresión de un marcador fibroblástico en la célula; y 

c) evaluar el fenotipo de la célula basándose en el nivel de expresión del marcador condrocitario y el 
nivel de expresión del marcador fibroblástico.  

En algunas materializaciones, la célula se identifica como un condrocito si el nivel de expresión del marcador 
condrocitario se encuentra por encima de un umbral preestablecido, mientras que el nivel de expresión del marcador 5 
fibroblástico se encuentra por debajo de un umbral preestablecido. Los marcadores fibroblásticos y condrocitarios en los 
aspectos del Método 2 pueden elegirse y evaluarse como se describe para el anterior Método 1. 

[0055]      La citometría de flujo puede llevarse a cabo usando anticuerpos comercialmente disponibles o 
dichos anticuerpos pueden prepararse como se describe en, por ejemplo, Linsenmeyer y cols., Biochem. Biophys. Res. 
Com., 92(2): 440-6 (1980).  10 

[0056]      Las células y cultivos que se evalúan mediante los métodos de esta invención pueden obtenerse de 
cualquier muestra biológica, incluido cualquier tejido, cultivo celular, u otro material, que puede o no contener 
condrocitos. En algunas materializaciones, las células o cultivos que se evalúan proceden de mamíferos, particularmente 
del hombre. En algunas materializaciones, el cultivo celular crece a partir de células liberadas de una biopsia de 
cartílago. Por ejemplo, en el implante de condrocitos autólogos, las células cartilaginosas usadas para el procedimiento 15 
se cultivan normalmente a partir de una biopsia de cartílago del paciente que recibe el implante. El producto Carticel@. 
que contiene condrocitos autólogos (Genzyme Corporation, Cambridge, MA) es un ejemplo de producto a base de 
condrocitos cultivados. En algunas materializaciones de la invención, el cultivo celular comprende una matriz de 
colágeno cargada con condrocitos. Tales condrocitos pueden obtenerse a partir de una biopsia de cartílago y cultivarse 
antes de ser cargados en la matriz, por ejemplo, como se usan en el producto para implantes MACI@.. El método de la 20 
invención es útil para identificar y/o confirmar la identidad de las células cargadas en el soporte de colágeno antes de 
implantar la matriz.  

[0057]      Para ilustrar un ejemplo de la utilidad del método de determinación mediante cultivo celular, se hace 
referencia a la figura 1. La figura ilustra los pasos que intervienen en la producción de un producto a base de condrocitos 
cultivados para el implante de condrocitos autólogos, como el uso de condrocitos autólogos Carticel@., o para producir 25 
un producto a base de condrocitos cultivados para el procedimiento de implantación MACI@.. En el paso 1, se envía 
para su procesamiento una biopsia de cartílago de un paciente sometido a implante de condrocitos autólogos (paso 2). 
El material de la biopsia es digerido en el paso 3 para liberar y recoger condrocitos del cartílago. Las células liberadas se 
siembran en frascos de cultivo de tejidos y se expanden en cultivo primario en el paso 4 y, si es necesario, se 
subcultivan. Una vez que las células alcanzan un número adecuado, opcionalmente pueden congelarse en el paso 5 30 
hasta que el paciente esté preparado para recibir el implante. Una vez que el paciente está preparado para recibir las 
células, se descongelan y se siembran en frascos de cultivo de tejidos donde crecerán hasta conformar un cultivo 
consolidado (paso 6).  

[0058]      Para usarlas en un implante de condrocitos autólogos, si se obtiene un número suficiente de células 
en el cultivo consolidado, se centrifugan hasta formar un botón celular que se resuspende en medio para transporte, lo 35 
que constituye el “producto final” tal como los condrocitos autólogos Carticel@. (paso 8). El “producto final” se somete a 
una serie de pruebas de control de calidad, que incluyen, por ejemplo, una prueba de esterilidad, una prueba de 
viabilidad celular, una prueba de endotoxinas, un análisis de micoplasmas, y una prueba de composición del cultivo 
(“identidad del control de calidad” del paso 9, como se describe en el presente documento) para garantizar que las 
células cultivadas contienen un número suficiente de condrocitos. Si las células cultivadas pasan todas las pruebas del 40 
control de calidad, se envían (paso 10) al paciente para su implantación (paso 11).  

[0059]      De forma alternativa, cuando el cultivo consolidado en el paso 6 va a ser usado en un implante 
MACI@., se resuspenden las células en medio de cultivo, se siembran en una estructura de colágeno, y se cultivan 
durante 4 días (paso 7). Al final del periodo de cultivo, las células se lavan con medio para transporte para obtener el 
producto final para implantes MACI@. Este producto también se somete a las pruebas de control de calidad antes 45 
señaladas. En consecuencia, si el producto final es una suspensión de condrocitos cultivados, como los condrocitos 
autólogos Carticel@., o el producto final es un producto para implantes MACI@. sembrado en una estructura, el método 
de la invención es útil como ensayo de identificación de lote o ensayo de lanzamiento de lote, para confirmar la 
composición de un cultivo celular como que contiene condrocitos antes del envía del cultivo. Por ejemplo, la “identidad 
del control de calidad” (paso 9) puede realizarse en cualquier paso previo al producto final consolidado, por ejemplo, 50 
antes del paso 4, 5, 6, 7 u 8. 

[0060]      Muchos métodos de determinación de los niveles de expresión génica o de proteínas son conocidos 
por las personas experimentadas en el campo, por ejemplo, como se describe en Sambrook y cols., (eds.) Clonación: A 
Laboratory Manual, 2nd ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989; Current Protocols in Molecular Biology 
(Ausubel y cols. (eds.) Nueva York: John Wiley and Sons, 1998). Ejemplos de tales métodos incluyen la reacción en 55 
cadena de la polimerasa (incluida la cuantificación absoluta por PCR, la PCR en tiempo real (RT-PCR) y la qRT-PCR, 
PCR multiplex o singleplex), PCR con una sola célula, análisis northern blot, ensayos de protección de la nucleasa, 
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ensayos de hibridación in situ, ensayos de inmunohistoquímica, ensayos de inmunocitoquímica, ensayos de 
electroforesis como en gel o capilar, análisis Western blot, ELISA, ensayos de inmunoprecipitación, ensayos basados en 
cromatografía como HPLC o cromatografía en gel, ensayos de espectrometría de masas, ensayos de protección de 
RNasa, ensayos de citometría de flujo, ensayos de metilación del ADN, y análisis de modificación de histonas. 

[0061]      En todos los métodos de la invención, los niveles de expresión, a nivel del ARN o a nivel proteínico, 5 
pueden determinarse usando cualquier método apropiado, incluido cualquiera de los métodos convencionales. Los 
niveles de ARN pueden determinarse mediante, por ejemplo, RT-PCR cuantitativa (por ejemplo, TaqMan™ RT-PCR o 
RT-PCR), Northern blotting, o cualquier otro método para determinar los niveles de ARN, o como se describe en los 
Ejemplos. Los niveles de proteína pueden determinarse, por ejemplo, usando Western blotting, ELISA citometría de flujo, 
ensayos de actividad enzimática, o cualquier otro método para determinar los niveles de proteínas. Los niveles de 10 
expresión pueden escalarse y/o normalizarse según la cantidad total de ARN o proteína que contiene la muestra y/o un 
control, que puede ser típicamente un gen doméstico como la beta-actina o gliceraldehído-3-fosfato- deshidrogenasa 
(GAPDH), o ARN ribosómico 18S, etc.). La normalización se lleva acabo típicamente para explicar la variación en la 
cantidad introducida de proteína, ADN o ARN. Por ejemplo, en los Ejemplos, los niveles de expresión son normalizados 
según el ARN ribosómico 18S usando una curva estándar. 15 

[0062]      En materializaciones ilustrativas, los niveles de expresión de los marcadores fibroblásticos y 
condrocitarios se determinan mediante RT-PCR, ya sea con una curva estándar o con un método CT comparativo para 
una cuantificación relativa. En algunas materializaciones, la cuantificación absoluta de los números de copias de los 
marcadores puede determinarse preparando curvas estándares usando cantidades conocidas de los marcadores. Los 
métodos generales para llevar a cabo tales ensayos se describen, por ejemplo, en sistemas de PCR en tiempo real: 20 
Sistema rápido de PCR en tiempo real 7900HT y sistema de PCR en tiempo real 7300/7500 de Applied Biosystems, 
Guía química, Applied Biosystems, 2005, Parte N.º 4348358 Rev. E.  

[0063]      En el caso de comparar dos marcadores usando el método CT comparativo, la grado de proporción 
de los niveles de expresión de un marcador fibroblástico respecto al de un marcador condrocitario puede calcularse 
como (1+ E)^(CT,f - CT,c), donde CT,f es el número de ciclos de umbral del marcador fibroblástico, CT,c es el número de 25 
ciclos umbral del marcador condrocitario, suponiendo que la eficiencia de la amplificación (E) es la misma para ambos 
marcadores y la cantidad inicial de ambos marcadores se normaliza según la misma cantidad del control endógeno ( por 
ejemplo, como en dos muestras duplicadas). En el caso de E≈1, como se ilustra en los Ejemplos, la proporción puede 
ser aproximadamente de 2^(CT,f - CT,c). De lo contrario, los cálculos pueden realizarse como se describe en el Apéndice 
A de los Sistemas de PCR en tiempo real: Sistema rápido de PCR en tiempo real 7900HT y sistema de PCR en tiempo 30 
real 7300/7500 de Applied Biosystems, Guía química, Applied Biosystems, 2005, Parte N.º 4348358 Rev. E.  

[0064]      Se ilustran materializaciones posteriores de la invención en los ejemplos siguientes, lo que se hace 
con la intención de ejemplificar y no se hace para limitarse al ámbito de la invención. 

EJEMPLOS 

Ejemplo 1:  Expresión de HAPLN1 y MFAP5 en condrocitos, sinoviocitos y fibroblastos 35 

[0065]      Aislamiento y cultivo celular -- Los cultivos de condrocitos humanos fueron aislados a partir de 
cartílago usando el método de producción de condrocitos autólogos Carticel@. o el método de las proteasas para 
producir condrocitos cultivados. Usando el método de producción de los condrocitos autólogos Carticel@., el tejido 
cartilaginoso fue desprovisto de hueso y sinovial y se sometió a una primera digestión en la que el tejido fue tratado 
enzimáticamente en una solución de colagenasa durante 18 horas a 37 °C. Las células liberadas en la primera digestión 40 
se siembran en frascos de cultivo de tejidos con suero bovino fetal (FBS) y medio con gentamicina (EGHXX). A 
continuación, las células eran sometidas a una segunda digestión en la que el tejido restante de la primera digestión se 
trataba con una solución de colagenasa/tripsina durante 2,5 horas a 37 °C. Las células liberadas en la segunda digestión 
se sembraban en frascos de cultivo de tejidos con EGHXX. Los trozos de tejido restantes tras la segunda digestión se 
sembraban en frascos de cultivo de tejidos con EGHXX. Cuando se usó el método de aislamiento de proteasas, el tejido 45 
cartilaginoso fue desprovisto de hueso y sinovial y se sometió a una primera digestión en una solución de Pronasa E 
(Sigma-Aldrich Inc., St. Louis, MO) durante 1,5 horas a 37 °C. A continuación, se eliminó la solución de pronasa y se 
realizó una segunda digestión del cartílago en una solución de colagenasa durante 18 horas a 37 °C. Las células 
liberadas fueron sembradas en frascos de cultivo de tejidos con EGHXX. Tras el aislamiento, los métodos de cultivo 
celular fueron los mismos para las células, independientemente del método de aislamiento con el que se obtuvieron. Los 50 
cultivos celulares primarios fueron realimentados con EGHXX fresca cada 2 a 4 días. Cuando los frascos de cultivos 
primarios alcanzaron del 50 al 80 % de confluencia, fueron tripsinizados en una única suspensión celular, neutralizados 
con EGHXX para inactivar la tripsina, y se efectuó un recuento celular. A continuación, la suspensión celular resultante 
fue o bien analizada tomando una muestra y, posteriormente expandida mediante subcultivo, o congelada para su 
almacenamiento a largo plazo. El subcultivo del cultivo primario se denomina cultivo secundario o primera transferencia. 55 
A los subcultivos sucesivos se les denominará segunda transferencia, tercera transferencia, cuarta transferencia, etc. 
Los subcultivos se efectuaron sembrando células en frascos de cultivo de tejidos con EGHXX y realimentando con 
RGHXX fresca cada 2 a 4 días. Cuando los subcultivos alcanzaron del 80 al 100 % de confluencia, fueron tripsinizados 
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en una única suspensión celular, neutralizados con EGHXX para inactivar la tripsina, y se efectuó un recuento celular. A 
continuación, la suspensión celular resultante fue o bien analizada tomando una muestra, posteriormente expandida, o 
congelada para su almacenamiento a largo plazo. 

[0066]      Los cultivos de sinoviocitos humanos (cultivos celulares derivados de la sinovial, también conocidos 
como fibroblastos sinoviales) S1 y S2 se obtuvieron de Cell Applications Inc. (San Diego, CA) como cultivos celulares 5 
primarios congelados. Los sinoviocitos fueron sembrados en frascos de cultivo de tejidos con medio EGHXX y cultivados 
usando el método de producción de condrocitos autólogos Carticel@., como se describió anteriormente. Los cultivos de 
fibroblastos dérmicos humanos fueron adquiridos a Cell Applications Inc. como cultivos celulares primarios congelados. 
Los fibroblastos dérmicos fueron cultivados usando el método de producción de condrocitos autólogos Carticel@., como 
se describió anteriormente.  10 

[0067]      Los cultivos celulares usados en este ejemplo se enumeran en la tabla 2.  

Tabla 2: Cultivos celulares usados en el análisis por RT-PCR (Ejemplo 1) 

Cultivo celular Tipo de célula Tipo de cultivo celular 

CP Condrocito Cultivo primario 

C1 Condrocito Segunda transferencia 

C2 Condrocito Segunda transferencia 

S1 Sinoviocito Segunda transferencia 

S2 Sinoviocito Segunda transferencia 

F1 Fibroblasto dérmico Segunda transferencia 

F2 Fibroblasto dérmico Segunda transferencia 

 

[0068]      Preparación de ARN y cDNA -- El ARN se aisló a partir de cultivos celulares usando el método TRI-
spin (Reno y cols., Biotechniques 22: 1082-6 (1997)). Las concentraciones del ARN aislado se determinaron mediante 15 
espectrofotometría. Para la preparación del cDNA a partir de las muestras PC, C1, C2, S1, S2, F1, y F2, se usó el kit 
para la síntesis de la primera cadena (Roche, Indianápolis, IN), usando cebadores de hexámero aleatorio de acuerdo 
con las instrucciones del fabricante. El cDNA resultante se almacenó a -20 °C o -80 °C hasta el análisis. 

[0069]      Análisis de la expresión génica -- El análisis de la expresión génica se llevó a cabo usando la RT-
PCR en tiempo real cuantitativa, ya usando un método de curva estándar, ya un método CT comparativo. El método de 20 
la PCR en tiempo real estaba basado en la división 5’ nucleasa de una oligosonda dual marcada que informa de la 
amplificación del cebador específico de secuencia de la secuencia diana (ensayo “TaqMan™”). La expresión de los 
genes que codifican la proteína de unión del cartílago (HAPLN1) y la proteína microfibrilar asociada 5 (MFAP5) se 
analizaron usando las pruebas de expresión génica Hs00157103_m1 y Hs00185803_m1 TaqMan™ (Applied Biosystems 
Inc.), respectivamente. La PCR en tiempo real se preparó con la mezcla maestra para PCR universal TaqMan™, sin 25 
UNG (N.º de catálogo 4324018, Applied Biosystems Inc.), la prueba de expresión génica TaqMan™ pertinente (Applied 
Biosystems) y el cDNA de muestra se usaron de acuerdo con el protocolo de mezcla para PCR universal. Las 
amplificaciones se pasaron por un sistema para PCR en tiempo real ABI 7500 (Applied Biosystems Inc.) usando el 
ciclado y el programa de recogida de datos TaqMan™ estándares para esta configuración. Las reacciones de 25 µl se 
pasaron por duplicado, introduciéndose hasta 5 ng de cDNA por pocillo. Para todos los ensayos se usó un umbral de 0,1 30 
unidades. 

[0070]      Método de la curva estándar -- El método de la curva estándar se llevó a cabo usando el ensayo de 
control endógeno de rRNA 18S Eukaryotic (N.º de catálogo 4319413E, Applied Biosystems Inc.), en donde se usa rRNA 
18S como control interno para normalizar los resultados de la RT-PCR para explicar las variaciones en la entrada. Para 
cuantificar los niveles relativos de expresión de cada gen, se pasaron diluciones de cDNA de condrocitos primarios (CP) 35 
para generar una curva estándar con el software del sistema 7500. El nivel de expresión de la muestra en cada análisis 
se determinó a partir de la curva estándar, y las proporciones de mRNA resultantes respecto al control de condrocitos 
primarios (CP) se dividió por la proporción de rRNA 18S de la muestra respecto a los CP para normalizar la carga de 
cDNA.  

[0071]      Método CT comparativo -- El análisis CT comparativo se llevó a cabo para determinar las 40 
proporciones de la expresión génica relativa de HAPLN1 respecto a MFAP5 en las distintas muestras a partir de los 
datos en bruto generados en el análisis de la expresión génica en la RT-PCR cuantitativa en tiempo real. El método Ct 
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comparativo constituye una medida relativa de la proporción de HAPLN1 respecto a MFAP5, lo que permite la 
comparación directa entre las muestras a analizar sin necesidad de estándares, análisis de curvas estándar ni 
calibradores reales. Este método puede emplearse en el caso de los ensayos de HAPLN1 y MFAP5 usados en este 
ejemplo porque se cumplieron las cuatro condiciones siguientes: 1) el funcionamiento del ensayo fue consistente entre 
una pasada y otra; 2) se usaron cantidades equivalentes de ARN en los ensayos de HAPLN1, MFAP5 y del control 5 
endógeno; 3) el valor CT para el gen del control endógeno, rRNA 18S, siempre fue inferior al CT para HAPLN1 o al CT 
para MFAP5 cuando se usaron cantidades equivalentes de ARN en cada ensayo y, por tanto, el CT 18S siempre fue 
cuantificable cuando HAPLN1 o MFAP5 fueron cuantificables; y 4) el método un calibrador teórico seleccionada 
arbitrariamente, definido como una muestra teórica que contiene la proporción HAPLN1 / MFAP5 que produjo un valor 
HAPLN1 CT igual al valor MFAP5 CT cuanto se cumplieron las otras tres condiciones antes expuestas. La derivación de 10 
la ecuación usada para este método CT comparativo es la siguiente. Donde la cantidad de gen diana en una muestra, 
normalizada para un gen de control endógeno y relativa a un calibrador viene dada por:  

(1+E)^(-ΔΔCT,gen diana )  

en donde  

E = eficiencia de la amplificación 15 

en donde  

ΔΔCT,gen diana = ΔC de la muestraT,gen diana - ΔC del calibradorT,gen diana 

y en donde 

ΔCT,gen diana = CT,gen diana - CT,gen de control endógeno  

(Ver Liu, W. y Saint, D.A., Analytical Biochemistry, 302: 52-59 (2002); Livak, K.J, ABI Prism 7700 Sequence Detection 20 
System, User Bulletin 2, ABI publication 4303859, 1997). Así pues, la proporción de HAPLN1 respecto a MFAP5 puede 
describirse como:  

(1+E)^(-ΔΔCT,HAPLN1) / (1+E)^(-ΔΔCT,MFAP5) 

que es igual a: 

(1+E)^(-{[muestra CT,HAPLN1 - muestra CT, gen de control endógeno] - [calibrador CT,HAPLN1 - calibrador CT, gen de control endógeno]}) / 25 
(1+E)^(-{[muestra CT,MFAP5 - muestra CT, gen de control endógeno] - [calibrador CT,MFAP5 - calibrador CT, gen de control endógeno]}) 

Si se pasa la misma cantidad de muestra en todos los ensayos, la CT del gen de control endógeno de la muestra puede 
representarse por el término x. Si se pasa la misma cantidad de calibrador en todos los ensayos, la CT del gen de 
control endógeno del calibrador puede representarse por el término y. Sustituyendo estos términos, la ecuación queda 
de la forma siguiente: 30 

(1+E)^(-{[muestra CT,HAPLN1 - x] - [calibrador CT,HAPLN1 - y]}) / (1+E)^(-{[muestra CT,MFAP5 - x] - [calibrador CT,MFAP5 - y]}) 

que es igual a: 

(1+E)^([x - muestra CT,HAPLN1] - [y - calibrador CT,HAPLN1]) / (1+E)^([x - muestra CT,MFAP5] - [y - calibrador CT,MFAP5]) 

Si el calibrador se define como una muestra teórica que contiene la proporción de HAPLN1 / MFAP5 que produce un 
valor CT,HAPLN1 igual al valor CT,MFAP5 cuando se pasan cantidades equivalentes de calibrador en todos los ensayos, el 35 
término z puede sustituirse por el calibrador CT,HAPLN1 y el calibrador CT,MFAP5. La ecuación queda de la forma siguiente: 

(1+E)^([x - muestra CT,HAPLN1 ] - [y - z]) / (1+E)^([x - muestra CT,MFAP5] - [y - z]) 

que es igual a: 

(1+E)^([x - muestra CT,HAPLN1] - [y - z] - [x - muestra CT,MFAP5] + [y - z]) 

que es igual a: 40 

(1+E)^([x - muestra CT,HAPLN1] - [x - muestra CT,MFAP5]) 

que es igual a: 

(1+E)^(muestra CT,MFAP5 - muestra CT,HAPLN1) 

Y si E = 1 (100 % de eficiencia), la proporción relativa de HAPLN1 respecto a MFAP5 es igual a: 

2^(muestra CT,MFAP5 - muestra CT,HAPLN1) 45 
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Las ecuaciones anteriores conducen a una fórmula final que deja sólo dos variables, CT de la muestra HAPLN1 y CT de 
la muestra MFAP5, como incógnitas. Esta fórmula se aplica cuando las muestras se analizan en las condiciones antes 
descritas, y el calibrador teórico empleado se establece como se describió más arriba. 

[0072]      La figura 2 describe el nivel de expresión de HAPLN1 en varias cepas celulares determinadas 
mediante un método de curva estándar de RT-PCR. La figura 3 describe los niveles de expresión de MFAP5 en las 5 
mismas muestras celulares como se muestra en la figura 2, según se determinó mediante un método de curva estándar 
de RT-PCR. HAPLN1 se expresó a mayores niveles en los cultivos celulares de condrocitos que en los cultivos celulares 
de sinoviocitos y fibroblastos. HAPLN5 se expresó a mayores niveles en los cultivos celulares de sinoviocitos y 
fibroblastos que en los cultivos celulares de condrocitos.  

[0073]      La figura 4 describe las proporciones de los niveles de expresión de HAPLN1 y MFAP5 de las 10 
figuras 2 y 3. La proporción en los condrocitos primarios (CP) se escaló a 1; las otras proporciones se escalaron en 
consecuencia.  

[0074]      La figura 5 describe las proporciones de los niveles de expresión de HAPLN1 y de MFAP5 en las 
mismas cepas como se muestra en la figura 2, sin embargo, los niveles de expresión se determinaron mediante un 
método CT comparativo de RT-PCR. Los resultados del método CT fueron similares a los resultados obtenidos por el 15 
método de la curva estándar.  

Ejemplo 2:  Expresión de HAPLN1 y MFAP5 en cepas adicionales de condrocitos, sinoviocitos y 
fibroblastos 

[0075]      Los niveles de expresión de HAPLN1 y MFAP5 se determinaron cultivos celulares adicionales para 
confirmar la fidelidad del método para distinguir entre los cultivos de condrocitos y sinoviocitos. Los cultivos usados en 20 
este ejemplo se enumeran en la tabla 3.  

Tabla 3: Cultivos celulares usados en el análisis por RT-PCR (Ejemplo 2) 

Cultivo celular Tipo de célula Tipo de cultivo celular 

CP Condrocito Cultivo primario 

C3 Condrocito Segunda transferencia 

C4 Condrocito Segunda transferencia 

C5 Condrocito Segunda transferencia 

C6 Condrocito Segunda transferencia 

C7 Condrocito Segunda transferencia 

S3 Sinoviocito Segunda transferencia 

S4 Sinoviocito Segunda transferencia 

S5 Sinoviocito Segunda transferencia 

S6 Sinoviocito Segunda transferencia 

S7 Sinoviocito Segunda transferencia 

 

[0076]      Aislamiento y cultivo celular -- Cultivos celulares de condrocitos humanos C3, C4, C5, C6, y C7 se 
aislaron y cultivaron usando el método de producción de condrocitos autólogos Carticel@. como se describe en el 25 
Ejemplo 1. Los cultivos de sinoviocitos humanos (cultivos celulares derivados de la sinovial, también conocidos como 
fibroblastos sinoviales) fueron obtenidos a partir de Genzyme o a partir de Cell Applications Inc. (San Diego, CA). Las 
cepas S4, S6, y S7 fueron aisladas en Genzyme usando diversos procedimientos. S4 se aisló sometiendo tejido sinovial 
picado a digestión en solución de colagenasa durante 3,5 horas a 37 °C, seguida de una segunda digestión en solución 
de tripsina durante 1 hora a 37 °C. La cepa S6 se aisló sometiendo tejido sinovial picado a digestión en una solución con 30 
colagenasa y DNasa durante 2 horas a 37 °C. La cepa S7 se aisló sometiendo tejido sinovial picado al método de 
producción de condrocitos autólogos Carticel@.. Tras ser aislados, las células procedentes de la sinovial fueron 
sembrados en frascos de cultivo de tejidos con medio EGHXX y cultivados usando el método de producción de 
condrocitos autólogos Carticel@., como se describió anteriormente en el Ejemplo 1. Las cepas S3 y S5 fueron 
adquiridas en Cell Applications Inc. como cultivos celulares de primera transferencia congelados. Tras descongelarlas, 35 
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las células de las cepas S3 y S5 fueron sembradas en frascos de cultivo de tejidos con medio EGHXX y cultivados 
usando el método de producción de condrocitos autólogos Carticel@., como se describió en el Ejemplo 1. 

[0077]      Aislamiento de ARN y preparación de cDNA -- Las preparaciones de ARN para cultivos celulares de 
condrocitos C3, C4, C5, C6, y C7 y cultivos de sinoviocitos S3, S4, S5, S6, S7 se llevaron a cabo como se describe en el 
Ejemplo 1. El ARN procedente de estas muestras fue retrotranscrito a cDNA usando el kit de transcripción inversa de 5 
cDNA de alta capacidad (Applied Biosystems, Inc., Foster City, CA) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. En 
este ejemplo se usó el cDNA de CP del ejemplo 1. El cDNA se almacenó a -20 °C o -80 °C hasta el análisis. 

[0078]      Análisis de la expresión génica -- El análisis de la expresión génica se llevó a cabo mediante RT-
PCR como se describe en el ejemplo 1.  

[0079]      La figura 6 describe los niveles de expresión de HAPLN1 en un número de cepas adicionales de 10 
condrocitos y sinoviocitos. Los niveles de expresión se determinaron mediante un método de curva estándar de RT-PCR 
y normalizado según el ARN ribosómico 18S.  

[0080]      La figura 7 describe los niveles de expresión de MFAP5 en las mismas cepas como se muestra en 
la figura 6. Los niveles de expresión se determinaron mediante un método de curva estándar de RT-PCR y normalizado 
según el ARN ribosómico 18S.  15 

[0081]      La figura 8 describe las proporciones de los niveles de expresión de HAPLN1 y MFAP5 de las 
figuras 6 y 7. La proporción en los condrocitos primarios (CP) se escaló a 1; las otras proporciones se escalaron en 
consecuencia.  

[0082]      La figura 9 describe los niveles de expresión de HAPLN1 y de MFAP5 en las mismas cepas como 
se muestra en la figura 6. Los niveles de expresión se determinaron mediante un método CT comparativo de RT-PCR, y 20 
las proporciones se calcularon como 2^(CT,MFAP5 - CT,HAPLN1). 

[0083]      Los resultados de la RT-PCR en las cepas celulares adicionales fueron consistentes con los 
resultados obtenidos en el ejemplo 1.  

Ejemplo 3:  Expresión de HAPLN1 y MFAP5 en condrocitos, sinoviocitos y fibroblastos usando 
cebadores y sondas diseñados a medida 25 

[0084]      El análisis de varios cultivos de condrocitos, sinoviocitos y fibroblastos dérmicos se llevo a cabo con 
cebadores y sondas de secuencias conocidas de oligonucleótidos.  

[0085]      Aislamiento y cultivo celular -- Las cepas celulares usadas en este ejemplo se enumeran a 
continuación en las tablas 4 y 5. Los cultivos celulares de condrocitos humanos C1, C2, C3, C4, C5, C6, C7, C8, C26, 
C28, C30 y C34 se aislaron y cultivaron usando el método de producción de condrocitos autólogos Carticel@. como se 30 
describe en el Ejemplo 1. Los cultivos celulares de condrocitos humanos C21, C22, C23, C24, C25, C27, C29, C31, C32, 
y C33 se aislaron (usando el método de la proteasa) y cultivaron como se describe en el Ejemplo 1. Los métodos de 
aislamiento y cultivo celular para los cultivos de sinoviocitos humanos S1, S2, S3, S4, S5, S6, y S7 se describieron en 
los ejemplos 1 y 2. El cultivo de sinoviocitos S9 se aisló sometiendo tejido sinovial picado a digestión en una solución 
con colagenasa y DNasa durante 2 horas a 37 °C. El cultivo de sinoviocitos S10 se aisló sometiendo tejido sinovial 35 
picado a digestión en solución de colagenasa durante 3,5 horas a 37 °C, seguida de una segunda digestión en solución 
de tripsina durante 1 hora a 37 °C. Las cepas de sinoviocitos S11, S12, S13, S14, S15, S16, S17, y S18 fueron 
adquiridas en Cell Applications Inc. como cultivos celulares de primera transferencia congelados. Las cepas de 
fibroblastos dérmicos F1, F2, F3, F4, F5, F6, F8, F9, F10, y F11 fueron adquiridas a Cell Applications Inc. como cultivos 
celulares primarios congelados. Todos los cultivos celulares se cultivaron usando el método de producción de 40 
condrocitos autólogos Carticel@. como se describe en el Ejemplo 1.  

Tabla 4: Primer conjunto de cultivos celulares usados en el análisis por RT-PCR (Ejemplo 3) 

Cultivo celular Tipo de célula Tipo de cultivo celular 

C1 Condrocito Segunda transferencia 

C2 Condrocito Segunda transferencia 

C3 Condrocito Segunda transferencia 

C4 Condrocito Segunda transferencia 

C5 Condrocito Segunda transferencia 

C6 Condrocito Segunda transferencia 
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C7 Condrocito Segunda transferencia 

C8 Condrocito Segunda transferencia 

S1 Sinoviocito Segunda transferencia 

S2 Sinoviocito Segunda transferencia 

S3 Sinoviocito Segunda transferencia 

S4 Sinoviocito Segunda transferencia 

S5 Sinoviocito Segunda transferencia 

S6 Sinoviocito Segunda transferencia 

S7 Sinoviocito Segunda transferencia 

S9 Sinoviocito Primera transferencia 

S10 Sinoviocito Tercera transferencia 

S11 Sinoviocito Tercera transferencia 

S12 Sinoviocito Tercera transferencia 

S13 Sinoviocito Tercera transferencia 

F1 Fibroblasto dérmico Segunda transferencia 

F2 Fibroblasto dérmico Segunda transferencia 

F3 Fibroblasto dérmico Segunda transferencia 

F4 Fibroblasto dérmico Segunda transferencia 

F5 Fibroblasto dérmico Segunda transferencia 

F6 Fibroblasto dérmico Segunda transferencia 

 

Tabla 5: Segundo conjunto de cultivos celulares usados en el análisis por RT-PCR (Ejemplo 3) 

Cultivo celular Tipo de célula Tipo de cultivo celular 

C21 Condrocito Segunda transferencia 

C22 Condrocito Segunda transferencia 

C23 Condrocito Segunda transferencia 

C24 Condrocito Segunda transferencia 

C25 Condrocito Segunda transferencia 

C26 Condrocito Segunda transferencia 

C27 Condrocito Segunda transferencia 

C28 Condrocito Segunda transferencia 

C29 Condrocito Segunda transferencia 

C30 Condrocito Segunda transferencia 

C31 Condrocito Segunda transferencia 

C32 Condrocito Segunda transferencia 

C33 Condrocito Segunda transferencia 

C34 Condrocito Segunda transferencia 
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S14 Sinoviocito Tercera transferencia 

S15 Sinoviocito Tercera transferencia 

S16 Sinoviocito Tercera transferencia 

S17 Sinoviocito Segunda transferencia 

S18 Sinoviocito Segunda transferencia 

F8 Fibroblasto dérmico Segunda transferencia 

F9 Fibroblasto dérmico Segunda transferencia 

F10 Fibroblasto dérmico Segunda transferencia 

F11 Fibroblasto dérmico Segunda transferencia 

 

[0086]      Aislamiento de ARN y preparación de cDNA -- Las preparaciones de ARN para las cepas de 
condrocitos C1, C2, C3, C4, C5, C6, C7, la cepas de sinoviocitos S1, S2, S3, S4, S5, S6, S7, y cepas de fibroblastos 
dérmicos F1 y F2 se describieron en los ejemplos 1 y 2. Para la preparación de ARN de la cepas de condrocitos C8, las 
cepas de sinoviocitos S9, S10, S11, S12, S13, S14, cepas de fibroblastos dérmicos F3, F4, F5 y F6, y todas las cepas 5 
enumeradas en la tabla 5, se uso el método de aislamiento de ARN RNeasy™ Mini Kit (Qiagen, Valencia, CA). Para el 
aislamiento con RNeasy™, se añadieron 360 µl de solución lítica a botones celulares que contenían hasta un millón de 
células. Las muestras fueron inmediatamente resuspendidas en vórtex a máxima velocidad durante 30 segundos y, a 
continuación llevadas a 37 °C durante 5 minutos. Tras la incubación, se agitaron las muestras a mano durante 10 
segundos, seguidos de otros 30 segundos de vórtex a máxima velocidad. Se recogió el contenido de cada tubo, y se 10 
pasó el lisado a través de una columna Qiashredder™ (Qiagen). En el procedimiento RNeasy™ se usaron trescientos 
veinticinco µl de lisado Qiashredded RNeasy™ siguiendo el protocolo del fabricante para aislar el ARN de células 
animales. Las columnas se eluyeron con una sola elución consistente en 30 µl de agua. El ARN fue retrotranscrito a 
cDNA usando el kit de transcripción inversa de cDNA de alta capacidad (Applied Biosystems, Inc., Foster City, CA) de 
acuerdo con las instrucciones del fabricante. El cDNA resultante se almacenó a -20 °C o -80 °C hasta el análisis.  15 

[0087]      Análisis de la expresión génica -- Los ensayos de RT-PCR se llevaron a cabo con cebadores y 
sondas específicos para las regiones del ARNm de HAPLN1 y MFAP5, diseñados a medida. La información de la 
secuencia de los cebadores y sondas diseñados a medida se muestra en la tabla 6. Abreviaturas: 6FAM = 6-
carboxifluoresceína, VIC™ es una marca comercial de Applied Biosystems Inc. y es un fluoróforo, MGBNFQ = fijador de 
surco con menor extintor no fluorescente. Los cebadores se obtuvieron de Invitrogen Corp. (Carlsbad, CA). Las sondas 20 
se obtuvieron en Applied Biosystems Inc. Para HAPLN1, la diana del cebador directo son los nucleótidos 543 a 570 de la 
secuencia de HAPLN1 depositada en GenBank con el N.º de aceptación NM_001884.2 (SEQ ID NO:2), la diana del 
cebador inverso son los nucleótidos 603 a 622, y la diana de la sonda son los nucleótidos 584 a 601 de la misma 
secuencia. Para MFAP5, la diana del cebador directo son los nucleótidos 301 a 322 de la secuencia de MFAP5 
depositada en GenBank con el N.º de aceptación NM_003480.2 (SEQ ID NO:1); la diana del cebador inverso son los 25 
nucleótidos 353 a 372, y la diana de la sonda son los nucleótidos 334 a 350 de la misma secuencia. La PCR en tiempo 
real se preparó con la mezcla maestra para PCR universal TaqMan™, sin UNG (N.º de catálogo 4352042, Applied 
Biosystems Inc.), cebadores de 900 nM, sondas de 250 nM, y hasta 5 ng de cDNA de muestra, de acuerdo con el 
protocolo rápido de mezcla para PCR universal TaqMan™. El volumen de la reacción fue de 13 µl y las amplificaciones 
se pasaron por un sistema para PCR en tiempo real ABI 7500 (Applied Biosystems Inc.) usando el ciclado y el programa 30 
de recogida de datos TaqMan™ predeterminados para esta configuración. Para todos los ensayos se usó un umbral de 
0,1 unidades. Los niveles de expresión se determinaron mediante un método CT comparativo de RT-PCR según se 
describe en el ejemplo 1.  
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Tabla 6: Secuencias de cebador y sonda diseñadas a medida  

Marcador Cebador directo Cebador inverso Sonda 

HAPLN1 5’ TGAAGGATTAGAAG 

ATGATACTGTTGTG 3’  

(SEQ ID NO:16) 

5’ GCCCCAGTCG 

TGGAAAGTAA 3’  

(SEQ ID NO:17) 

 

5’ VIC / 
TACAAGGTGTGGTATTCC  

/ MGBNFQ 3’ 

(SEQ ID NO:18) 

MFAP5 5’ CGAGGAGACGA 

TGTGACTCAAG 3’  

(SEQ ID NO:19) 

 

5’ AGCGGGATCA 

TTCACCAGAT 3’  

(SEQ ID NO:20) 

 

5’ 6FAM / 
ACATTCACAGAAGATCC  

/ MGBNFQ 3’ 

(SEQ ID NO:21) 

[0088]      La figura 10A describe los niveles de expresión de HAPLN1 y de MFAP5 en las mismas cepas 
como se muestra en las figuras 2 y 6, así como cepas adicionales de condrocitos, sinoviocitos y fibroblastos dérmicos 
que se muestran en la tabla 4. La figura 10B describe las proporciones de los niveles de expresión de HAPLN1 y MFAP5 
en las cepas de la tabla 5. Los resultados obtenidos con los cebadores y sondas diseñados a medida fueron similares a 5 
los resultados descritos en los ejemplos 1 y 2. 

Ejemplo 4:  Comparación de los niveles de expresión de HAPLN1 y MFAP5 en cultivos de condrocitos, 
sinoviocitos y fibroblastos, en monocapas y en estructuras de colágeno 

[0089]      Se compararon los niveles de expresión de HAPLN1 y MFAP5 en varios tipos de cultivos en 
monocapas y estructuras de colágeno.  10 

[0090]      Aislamiento y cultivo celular -- Los cultivos de condrocitos C9, C10, C11, C12, C13, C14, C15, C16, 
C17, y C18 se aislaron usando el método de la proteasa como se describe en el Ejemplo 1 y se cultivaron como se 
describe en el Ejemplo 1. El cultivo de sinoviocitos S7 fue aislado y cultivado como se describe en los ejemplos 1 y 2. 
Los cultivos de fibroblastos dérmicos F2, y F7 fueron adquiridas a Cell Applications Inc. como cultivos celulares primarios 
congelados y se cultivaron como se describe en el ejemplo 1. Tras completar la segunda transferencia del cultivo 15 
(tercera transferencia para el cultivo S7), se tomó una muestra para aislar el ARN (el muestra de “Día 0” o en monocapa) 
y, a continuación, se resuspendieron las células en medio EGHXX y se sembraron en una estructura MAIXTM de 20 cm2 
(membrana de colágeno ACI- MAIXTM, CE, Matricel GmbH, D-52134 Herzogenrath, Alemania). La células se dejaron 
fijándose durante 1 hora a 37 °C y, a continuación, se alimentó la estructura con más EGHXX y se cultivaron durante 4 
días. Los cultivos en estructuras que contenían sinoviocitos y fibroblastos dérmicos también se prepararon de la misma 20 
manera. Después de 4 días de cultivo en estructura, se obtuvieron muestras de los cultivos con una aguja de biopsia de 
8 mm (muestra del “Día 4” o de estructura) y se llevó a cabo el aislamiento del ARN. 

[0091]      Aislamiento de ARN y preparación de cDNA -- El ARN se aisló usando el mini-kit RNeasy™ 
(Qiagen, Valencia, CA). Para el aislamiento con RNeasy™, se añadieron 360 µl de solución lítica a las muestras para 
implantes MACI@. (hasta dos punciones de 8 mm para implantes MACI@. por preparación). Las muestras fueron 25 
inmediatamente resuspendidas en vórtex a máxima velocidad durante 30 segundos y, a continuación llevadas a 37 °C 
durante 5 minutos. Tras la incubación, se agitaron las muestras a mano durante 10 segundos para desplegar las 
membranas, seguidos de otros 30 segundos de vórtex a máxima velocidad. Se recogió el contenido de cada tubo, y se 
pasó el lisado a través de una columna Qiashredder (Qiagen). En el procedimiento RNeasy™ se usaron trescientos 
veinticinco µl de lisado Qiashredded RNeasy™ siguiendo el protocolo del fabricante para aislar el ARN de células 30 
animales. Las columnas se eluyeron con una sola elución consistente en 30 µl de agua. La preparación del cDNA a 
partir de la muestra de ARN se llevó a cabo usando el kit de transcripción inversa de cDNA de alta capacidad (Applied 
Biosystems, Inc., Foster City, CA) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. El cDNA se almacenó a -20 °C o -80 
°C. 

[0092]      Los cultivos celulares usados y las configuraciones usadas en este ejemplo se enumeran en la tabla 35 
7.  
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Tabla 7: Cultivos celulares usados en el análisis por RT-PCR (Ejemplo 4) 

Código del cultivo Tipo de célula Tipo de cultivo Configuración 
C9 día 0 Condrocito Segunda transferencia 5 X 105 botón celular 
C10 día 0 Condrocito Segunda transferencia 5 X 105 botón celular 
C11 día 0 Condrocito Segunda transferencia 5 X 105 botón celular 
C12 día 0 Condrocito Segunda transferencia 5 X 105 botón celular 
C13 día 0 Condrocito Segunda transferencia 5 X 105 botón celular 
C14 día 0 Condrocito Segunda transferencia 5 X 105 botón celular 
C15 día 0 Condrocito Segunda transferencia 5 X 105 botón celular 
C16 día 0 Condrocito Segunda transferencia 5 X 105 botón celular 
C17 día 0 Condrocito Segunda transferencia 5 X 105 botón celular 
C18 día 0 Condrocito Segunda transferencia 5 X 105 botón celular 
S7 día 0 Sinoviocito Tercera transferencia 5 X 105 botón celular 
F7 día 0 Fibroblasto dérmico Segunda transferencia 5 X 105 botón celular 
F2 día 0 Fibroblasto dérmico Segunda transferencia 5 X 105 botón celular 
C9 día 4 Condrocito Implante @.MACI Punción de 8 mm 
C10 día 4 Condrocito Implante@. MACI  Punción de 8 mm 
C11 día 4 Condrocito Implante @.MACI Punción de 8 mm 
C12 día 4 Condrocito Implante @.MACI Punción de 8 mm 
C13 día 4 Condrocito Implante @.MACI Punción de 8 mm 
C14 día 4 Condrocito Implante @.MACI Punción de 8 mm 
C15 día 4 Condrocito Implante @.MACI Punción de 8 mm 
C16 día 4 Condrocito Implante @.MACI Punción de 8 mm 
C17 día 4 Condrocito Implante @.MACI Punción de 8 mm 
C18 día 4 Condrocito Implante @.MACI Punción de 8 mm 
S7 día 4 Sinoviocito Implante @.MACI Punción de 8 mm 
F7 día 4 Fibroblasto dérmico Implante @.MACI Punción de 8 mm 
F2 día 4 Fibroblasto dérmico Implante @.MACI Punción de 8 mm 

 

[0093]      Análisis de la expresión génica -- El análisis de la expresión génica del implante cDNA monocapa y 
MACI@. se llevó a cabo como se describe en el ejemplo 1. 5 

[0094]      La figura 11 muestra una comparación entre las proporciones del nivel de expresión para HAPLN1 y 
MFAP5 en cultivos monocapa y con estructura de colágeno. Los niveles de expresión de HAPLN1 y MFAP5 se 
determinaron mediante un método de curva estándar de RT-PCR,. Los niveles de expresión fueron normalizados según 
el ARN ribosómico 18S. La proporción en cultivo monocapa de condrocitos primarios (CP) se escaló a 1; las otras 
proporciones se escalaron en consecuencia. 10 

[0095]      La figura 12 muestra una comparación entre las proporciones del nivel de expresión para 
HAPLN1 y MFAP5 en cultivos monocapa y con estructura de colágeno usando las mismas cepas como se muestra en la 
figura 11. Los niveles de expresión de HAPLN1 y MFAP5 se determinaron mediante un método CT comparativo de RT-
PCR, y las proporciones se calcularon como 2^(CT,MFAP5 - CT,HAPLN1).  

[0096]      Los resultados obtenidos en cultivos en estructura fueron similares a los obtenidos en cultivos 15 
monocapa.  

Ejemplo 5:  Expresión de HAPLN1 y MFAP5 en función del número de transferencias  

[0097]      Se estudió la proporción de HAPLN1 respecto a MFAP5 en varias fases del cultivo.  

[0098]      Aislamiento y cultivo celular -- Los cultivos de condrocitos C19, C20, C31, C32 y C33 se aislaron 
usando el método de la proteasa como se describe en el Ejemplo 1 y se cultivaron como se describe en el Ejemplo 1. 20 
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Los cultivos de sinoviocitos S6 y S7 fueron aislados y cultivados como se describe en los ejemplos 1 y 2. El cultivo de 
sinoviocitos S8 se aisló sometiendo tejido sinovial picado a digestión en una solución con colagenasa y DNasa durante 
2 horas a 37 °C. El cultivo de S8 se llevó a cabo como se describe en el ejemplo 1. Para los cultivos de condrocitos C19, 
C20, C31, C32, y C33, se tomaron muestras de células procedentes de cartílago (marcadas como “0” en las figuras 14A 
y 14B), cultivos celulares primarios (marcadas como “1” en las figures 14A y 14B), células de primera transferencia 5 
(marcadas como “2” en las figuras 14A y 14B), y células de segunda transferencia (marcadas como “3” en las figuras 
14A y 14B). Para el cultivo de sinoviocitos S7, se tomaron muestras de cultivos primarios (marcados como “1” en la 
figura 13), células de primera transferencia (marcadas como “2” en la figura 13), de segunda transferencia (marcadas 
como “3” en la figura 13), de tercera transferencia (marcadas como “4” en la figura 13), y de cuarta transferencia 
(marcadas como “5” en la figura 13). Para los cultivos de sinoviocitos S6 y S8, se tomaron muestras de primera 10 
transferencia (marcadas como “2” en la figura 13), de segunda transferencia (marcadas como “3” en la figura 13), de 
tercera transferencia (marcadas como “4” en la figura 13), y de cuarta transferencia (marcadas como “5” en la figura 13). 

[0099]      Aislamiento de ARN y preparación de cDNA -- El ARN y el cDNA se prepararon usando el mini-kit 
RNeasy™ (Qiagen) el kit de transcripción inversa de cDNA de alta capacidad (Applied Biosystems Inc.) como se 
describe en el ejemplo 3. 15 

[0100] Análisis de la expresión génica -- El análisis de expresión génica de las muestras de sinoviocitos se llevó 
a cabo como se describe en el ejemplo 1. El análisis de expresión génica de las muestras de condrocitos se llevó a cabo 
como se describe en el ejemplo 3. 

[0101] Las figuras 13, 14A y 14B describen el cambio en las proporciones del nivel de expresión de HAPLN1 y 
MFAP5 como una función del número de transferencias. Los niveles de expresión se determinaron mediante un método 20 
CT comparativo de RT-PCR. Las proporciones HAPLN1:MFAP5 se calcularon como 2^(CT,MFAP5 - CT,HAPLN1). 

[0102] Las proporciones de HAPLN1 respecto a MFAP5 fueron consistentemente bajas en todos los niveles de 
cultivo para las muestras de sinoviocitos respecto a las muestras de condrocitos. Las proporciones de HAPLN1 respecto 
a MFAP5 fueron consistentemente bajas en todos los niveles de cultivo para las muestras de condrocitos respecto a las 
muestras de sinoviocitos. 25 

Ejemplo 6:  Expresión de HAPLN1 y MFAP5 en cultivos celulares mixtos 

[0103] Se aplicó un análisis de expresión génica a los cultivos mixtos de condrocitos y sinoviocitos para evaluar el 
nivel de sensibilidad del método en los cultivos mixtos. Los cultivos celulares de condrocitos humanos y de sinoviocitos 
humanos se usaron para preparar mezclas de los dos tipos celulares en las proporciones siguientes:  

1) 0 % condrocitos / 100 % sinoviocitos; 30 

2) 25 % condrocitos / 75 % sinoviocitos;  

3) 50 % condrocitos / 50 % sinoviocitos; 

4) 75 % condrocitos / 25 % sinoviocitos; y  

5) 100 % condrocitos / 0 % sinoviocitos. 

[0104] Aislamiento y cultivo celular -- Las cepas de condrocitos C5, C6, y C8 se aislaron y cultivaron como se 35 
describe en los ejemplos 1 y 2. Los cultivos de sinoviocitos S6, S7 y S8 se aislaron y cultivaron como se describe en los 
ejemplos 1, 2 y 3. Para el experimento mixto 1, se usaron cultivos de segunda transferencia de la cepa 6 de condrocitos 
(C6) y de la cepa 6 de sinoviocitos (S6). Para el experimento mixto 2, se usaron cultivos de primera transferencia de la 
cepa 8 de condrocitos (C8) y de la cepa 7 de sinoviocitos (S7). Para el experimento mixto 3, se usaron cultivos de 
primera transferencia de la cepa 5 de condrocitos (C5) y de la cepa 9 de sinoviocitos (S9).  40 

[0105] Aislamiento de ARN y preparación de cDNA -- El ARN y el cDNA se prepararon usando el mini-kit 
RNeasy™ (Qiagen) el kit de transcripción inversa de cDNA de alta capacidad (Applied Biosystems Inc.) como se 
describe en el ejemplo 3. 

[0106] Análisis de la expresión génica -- El análisis de la expresión génica se llevó a cabo como se describe en el 
ejemplo 3. 45 

[0107] Los niveles de expresión se determinaron mediante un método CT comparativo de RT-PCR. Las 
proporciones HAPLN1:MFAP5 se calcularon como 2^(CT,MFAP5 - CT,HAPLN1). Los resultados de los experimentos mixtos se 
exponen en la figura 15, que muestra las proporciones de los niveles de expresión de HAPLN1 y MFAP5 en muestras 
de poblaciones mixtas de condrocitos y sinoviocitos. En los cultivos que contenían un 75 % o menos de condrocitos y un 
25 % o más sinoviocitos, las proporciones de los niveles de expresión entre HAPLN1:MFAP5 fueron iguales o inferiores 50 
a 1. Proporciones mayores correspondieron a proporciones mayores de condrocitos en las muestras analizadas. La 
capacidad del ensayo para discernir mezclas de cultivos celulares mostró que, en promedio, las muestras compuestas 
por al menos 67 % de condrocitos con un equilibrio consistente de fibroblastos sinoviales para producir un CT,MFAP5 - 



21 
 

CT,HAPLN1 positivo. La contaminación por otros tipos celulares, como fibroblastos dérmicos, también pueden detectarse 
con este ensayo. 

Ejemplo 7:  Análisis de la relación entre la respuesta del ensayo y la proporción molecular de los 
marcadores 

[0108] Se emplearon transcripciones de ARN sintético de HAPLN1 y MFAP5 para determinar la relación entre la 5 
respuesta del ensayo y la proporción molecular de los marcadores en las muestras analizadas. En primer lugar, la PCR 
primaria (Platinum PCR Supermix, número de catálogo de Invitrogen 11306-016) se llevó a cabo sobre cDNA humano 
usando los cebadores enumerados en la tabla 8. Para HAPLN1, estos cebadores amplificaron nucleótidos desde las 
posiciones 256 a 1171 del gen HAPLN1 (N.º de aceptación NM_001884.2). Para MFAP5, estos cebadores amplificaron 
nucleótidos desde las posiciones 32 a 728 del gen MFAP5 (N.º de aceptación NM_003480.2). Los productos de la PCR 10 
se analizaron en geles de agarosa con EDTA tris-acetato (TAE) al 1,5 % usando una escalera alélica de 100 bases de 
dimensión molecular (regla molecular PCR de 100 bp, número de catálogo de BioRad 170-8206) como referencia y 
tinción en gel SYBR Green I (número de catálogo de Invitrogen S-7563). Los amplicones primarios resultantes fueron 
purificados en gel con geles de poliacrilamida (por determinar) con EDTA tris-borato nativo al 4 % (PAGE) y se usaron 
como plantilla para PCR secundaria con los cebadores que se enumeran en la tabla 8. La plantilla de amplicón primario 15 
purificada en gel para la amplificación secundaria del MFAP5 se cargó con 0,56 ng por cada 200 µl de reacción 
secundaria. La plantilla de amplicón primario purificada en gel para la amplificación secundaria del HAPLN1 se cargó 
con 2,5 ng por cada 900 µl de reacción secundaria. Los amplicones secundarios se purificaron a partir de geles PAGE 
TBE nativos según se describió y se usaron como plantillas para la transcripción in vitro con un kit Ambion Megascript 
T7. Se usaron hasta 1,3 µg de plantilla para amplicón secundario por cada 20 µl de reacción de transcripción. Las 20 
transcripciones resultantes fueron purificadas en gel con geles de poliacrilamida TBE-Urea (TBU) al 6 %, resuspendidas 
en EDTA 0,1 mM, y cuantificadas mediante espectrofotometría con lecturas realizadas por duplicado usando un factor 
de conversión de 1A260 unidades correspondiente a una concentración de ARN de 40 ng/µl. Las transcripciones 
purificadas en gel se analizaron en geles TBU al 6 % para evaluar su pureza. Tras la determinación de la pureza 
mediante PAGE y su cuantificación mediante espectrofotometría, se determinó el número de copias transcritas por µl 25 
usando los factores de conversión enumerados en la tabla 9. Estos factores de conversión suponen un peso molecular 
base promedio de 343 Daltons. Se consideró que la constante de Avogadro era 6,02 x 1023/mol. También se supuso que 
la primera base transcrita el +1 G del promotor T7, seguida de la secuencia diana. Las transcripciones se diluyeron en 
tampón portador de ARN de levadura (solución de 20 ng/µl de ARN de levadura (número de catálogo de Ambion 
AM7120G) en nucleasa libre de agua) a concentraciones que oscilaron entre 103 y 108 copias / µl. A continuación, se 30 
analizaron las diluciones usando la RT-PCR descrita en el ejemplo 3 de la solicitud de patente, excepto porque se 
usaron 2 µl de cDNA por cada 13 µl de reacción PCR. A continuación se calculó la proporción de HAPLN1:MFAP5 para 
cada dilución usando el método Ct comparativo, como se describe en el ejemplo 4 de la solicitud de patente. 

[0109] La respuesta del ensayo usando el número de copias estándar se comparó con la proporción 
molecular conocida. Estos resultados se muestran en la tabla 10. Una vez determinada la relación entre la respuesta del 35 
ensayo y la proporción molecular, se calcularon las proporciones moleculares exactas en varias respuestas del ensayo. 
Estos resultados, que se muestra en la tabla 11, indican que cuando los límites de aceptación determinados por Ct 
comparativa son igual a 1 (por ejemplo, cuando HAPLN1:MFAP5 = 1), se corresponden con una proporción molecular 
exacta de HAPLN1:MFAP5 de 2.212. 

Tabla 8: Cebadores usados para la amplificación de números de copias estándares 40 

Marcador 

 

Cebador directo 

(PCR primaria) 

Cebador directo 

(PCR secundaria) 

Cebador inverso 

(PCR primaria y 
secundaria) 

HAPLN1 

 

5’ GCCAAGGTGTTTT 

CACACAG 3’ 

(SEQ ID NO:22) 

5’ TAATACGACTCACTATAGGGGC 

CAAGGTGTTTTCACACAG 3’ 

(SEQ ID NO:23) 

5’ CTCTGAAGCAGTA 

GACACCA 3’ 

(SEQ ID NO:24) 

MFAP5 

 

5’ CCTAGCCTGGCTT 

TCTTGCTC 3’ 

(SEQ ID NO:25) 

5’ TAATACGACTCACTATAGGGCCT 

AGCCTGGCTTTCTTGCTC 3’ 

(SEQ ID NO:26) 

5’ CCATTGGGTCTCT 

GCAAATCC 3’ 

(SEQ ID NO:27) 
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Tabla 9: Tamaños de transcripción esperados y factores de conversión 

Transcripción Tamaño de 
transcripción esperado 
(bases) 

Peso molecular (Daltons) Copias/ng 

HAPLN1 917 3,145 x 105 g/mol 1,914 x 109/ng 

MFAP5 698 2,394 x 105 g/mol 2,515 x 109/ng 

 

Tabla 10: Respuesta del ensayo frente a la proporción molecular de los marcadores 

Copias de HAPLN1 Copias de MFAP5 Proporción molecular 
exacta de HAPLN1:MFAP5 

Respuesta del ensayo, 
HAPLN1:MFAP5 

1 X 108 1 X 108 1 0,470 

1 X 107 1 X 107 1 0,448 

1 X 106 1 X 106 1 0,423 

1 X 105 1 X 105 1 0,452 

1 X 104 1 X 104 1 0,443 

1 X 103 1 X 103 1 0,478 

   Promedio = 0,452 

Tabla 11: Proporción molecular exacta en varias respuestas del ensayo 

Respuesta del ensayo, HAPLN1:MFAP5 Proporción molecular exacta de HAPLN1:MFAP5 

500 1106 

100 221.2 

5 11,06 

1 2,212 

0,2 0,4425 

0,01 0,02212 

0,002 0,004425 

Ejemplo 8: Análisis para la cuantificación absoluta de los marcadores condrocitarios y fibroblásticos 5 

[0110] Se llevó a cabo un análisis de la expresión génica usando un método de cuantificación absoluta. En 
la tabla 12 se enumeran los cultivos celulares usados en este ejemplo. Los distintos cultivos celulares se aislaron y se 
cultivaron como se discute en los ejemplos anteriores. El ARN de los cultivos celulares se aisló usando el kit RNeasy 
como se discutió en el ejemplo 3. La RT-PCR se llevó a cabo en los cultivos celulares como se describió en el ejemplo 
3, excepto porque se usaron 2 µl de cDNA por cada 13 µl de reacción PCR. Los estándares de ARN transcritos in vitro 10 
para HAPLN1 y MFAP5 (preparados como se describe en el ejemplo 7) se diluyeron para obtener cDNA a 
concentraciones finales de 5 x 102, 5 X 103, y 5 X 104 copias por ul. Las curvas estándares se generaron realizando una 
gráfica con los resultados de Ct a partir de los estándares en el eje y, frente al logaritmo del número de copias por 
reacción (103, 104 y 105) en el eje x. A los datos se ajustó una pendiente lineal, y la cantidad de copias de ARNm de 
HAPLN1 y MFAP5 presentes en cada muestra analizada se determinó matemáticamente. Este método de cuantificación 15 
fue descrito previamente, por ejemplo, en sistemas de PCR en tiempo real: Sistema rápido de PCR en tiempo real 
7900HT y sistema de PCR en tiempo real 7300/7500 de Applied Biosystems, Guía química, Applied Biosystems, 2005, 
Parte N.º 4348358 Rev. E. A continuación se calculó la proporción molar de HAPLN1:MFAP5 para cada muestra. La 
figura 16 describe las proporciones molares de HAPLN1:MFAP5 en varios cultivos celulares. Estos resultados indican 
que la proporción molar de HAPLN1:MFAP5 en los condrocitos es elevada respecto a los sinoviocitos y los fibroblastos 20 
dérmicos. 
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Tabla 12: Cultivos celulares usados en el análisis de cuantificación absoluta (ejemplo 8) 

Cultivo celular Tipo de célula Tipo de cultivo celular 

C26 Condrocito Segunda transferencia 

C27 Condrocito Segunda transferencia 

C28 Condrocito Segunda transferencia 

S14 Sinoviocito Tercera transferencia 

S15 Sinoviocito Tercera transferencia 

S16 Sinoviocito Tercera transferencia 

F1 Fibroblasto dérmico Segunda transferencia 

F2 Fibroblasto dérmico Segunda transferencia 
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LISTADO DE LA SECUENCIA 

[0111]  

<110> Genzyme Corporation 

<120> MÉTODO DE EVALUACIÓN DE CÉLULAS Y ESTRUCTURAS CELULARES 

<130> 07680.0060-00304 5 

<150> US 60/910, 574<151>2007-04-06 

<160> 27 

<170> Patente en versión 3.5 

<210> 1 

<211> 2900 10 

<212> ADN 

<213> Homo sapiens 

<400> 1 
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. 

<210> 16 

<211> 28 

<212> ADN 

<213> Artificial 5 

<220>  

<223> Cebador directo para HAPLN1 

<400> 16 

t gaaggat t a gaagat gat a ct gt t gt g  28 

.<210> 17 10 

<211> 20 

<212> ADN 

<213> Artificial 

<220> 

<223> Cebador inverso para HAPLN1 15 

<400> 17 

gccccagt cg t ggaaagt aa  20 

<210> 18 

<211> 18 

<212> ADN 20 

<213> Artificial 

<220> 

<223> Cebador inverso para HAPLN1 

<400> 18 

t acaaggt gt ggt at t cc  18 25 
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Secuencia del cebador directo para MFAP5 

Artificial 
ADN 

Artificial 
ADN 

Secuencia del cebador inverso para NFAP5 

ADN 

Artificial 

Secuencia de la sonda para MFAP5 

Secuencia del cebador 

Artificial 

ADN 

ADN 
Artificial 

Secuencia del cebador 
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Secuencia del cebador 

Artificial 

Artificial 

Secuencia del cebador 

Secuencia del cebador 

Artificial 

ADN 

ADN 

ADN 

Artificial 

Secuencia del cebador 
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REIVINDICACIONES 

1. método de evaluación de la composición de un cultivo celular, comprendiendo el método lo siguiente:  

a) obtener un conjunto de células diversas de un cultivo celular; 

b) determinar el nivel de expresión promedio de un marcador fibroblástico en un conjunto diverso de 
células entre las que el citado marcador fibroblástico es la proteína microfibrilar asociada 5 (MFAP5); y 5 

c) determinar la composición del cultivo basándose en el nivel de expresión promedio de la proteína 
microfibrilar 5 asociada (MFAP5); donde el nivel de expresión medio de MFAP5 por debajo de un 
determinado umbral indica que el cultivo celular incluye condrocitos. 

2. El método de la reivindicación 1, donde el marcador fibroblástico MFAP5 es tal que sus niveles de 
expresión normalizados son inferiores en condrocitos transferidos que en fibroblastos dérmicos o en sinoviocitos. 10 

3. El método de la reivindicación 1, que comprende además determinar el nivel de expresión medio de 
un marcador condrocitario en el conjunto de células diversas; y, en el paso c) determinar la composición del cultivo 
basándose en el nivel de expresión promedio del marcador condrocitario y en el nivel de expresión promedio del 
marcador condrocitario y fibroblástico MFAP5. 

4. El método de la reivindicación 3, en el que el marcador fibroblástico MFAP5 y el marcador 15 
condrocitario son tales que la proporción de sus niveles de expresión (marcador condrocitario respecto al marcador 
fibroblástico) en condrocitos es superior o igual a 5 veces la proporción en fibroblastos dérmicos o sinoviocitos. 

5. El método de la reivindicación 3, en el que el marcador condrocitario se selecciona entre los 
marcadores condrocitarios enumerados en el grupo siguiente: 

• Proteína 1 de unión de hialuronano y proteoglicano (HAPLN1) 20 

• Proteína Gla de matriz (MGP) 

• Repeticiones tipo GF y dominios tipo discoidina I 3 (EDIL3) 

• Proteína 3 de señal inducida por WNT1 (WISP3) 

• Agrecano 1 (AGC1) 

• Proteína oligomérica de la matriz cartilaginosa (COMP) 25 

• Colágeno de tipo II (COL2A1) 

• Colágeno de tipo IX (COL9A1) 

• Colágeno de tipo XI (COL11A1) 

• Quimiotaxina 1 derivada de células leucocitarias (LECT1) 

• Proteína beta fijadora de calcio S 100 (S100B) 30 

• Proteína acídica cartilaginosa 1 (CRTAC1) 

• Proteína 9 de la caja SRY (SOX9) 

• Nebulette (NEBL) 

6. El método de la reivindicación 3, donde el marcador condrocitario es el HAPLN1. 

7. El método de la reivindicación 3, donde los niveles de expresión del marcador fibroblástico MFAP5 y 35 
los marcadores condrocitarios están determinados a nivel del ARN. 

8. El método de la reivindicación 7, donde los niveles de expresión se determinan usando PCR. 

9. El método de la reivindicación 8, donde los niveles de expresión se determinan usando el método CT 
PCR. 

10. El método de la reivindicación 3, donde una proporción del nivel de expresión del marcador 40 
condrocitario respecto al marcador fibroblástico MFAP5 superior a 0,25, determinada mediante el método de la CT PCR 
comparativa, indica que cultivo celular contiene condrocitos.  
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11. El método de la reivindicación 10, donde la citada proporción indica que cultivo celular contiene al 
menos un 50 % de condrocitos.  

12. El método de la reivindicación 3, donde una proporción molar del marcador condrocitario respecto al 
marcador fibroblástico MFAP5 superior a 0,55, indica que cultivo celular contiene condrocitos. 

13. El método de la reivindicación 12, donde la citada proporción indica que cultivo celular contiene al 5 
menos un 50 % de condrocitos. 

14.  El método de la reivindicación 1, donde el cultivo celular comprende células obtenidas a partir de una 
biopsia de cartílago. 

15. El método de la reivindicación 14, donde la biopsia de cartílago se obtiene de una articulación de la 
rodilla. 10 

16. método de evaluación de la composición de un cultivo celular, comprendiendo el método lo siguiente:  

a) aislamiento de células de biopsia de cartílago procedente de mamífero;  

b) cultivo de células aisladas en el paso a) en un cultivo celular; 

c) obtención de una muestra de cultivo celular; 

d) determinación del nivel de expresión de MFAP5 y HAPLN 1 en una o más células de la muestra; y 15 

e) determinación de la composición del cultivo basándose en el nivel de expresión de MFAP5 y HAPLN1. 

17.  El método de la reivindicación 16, donde los niveles de expresión de MFAP5 y HAPLN1 se determinan 
a nivel del ARN. 

18. El método de la reivindicación 17, donde los niveles de expresión se determinan usando PCR. 

19. El método de la reivindicación 18, donde los niveles de expresión se determinan usando el método CT 20 
PCR comparativo. 

20. El método de la reivindicación 16, donde una proporción del nivel de expresión del HAPLN1 respecto 
a MFAP5 superior a 0,25, determinada mediante el método de la CT PCR comparativa, indica que cultivo celular 
contiene condrocitos.  

21. El método de la reivindicación 20, donde la citada proporción indica que cultivo celular contiene al 25 
menos un 50 % de condrocitos. 

22. El método de la reivindicación 21, donde una proporción molar del HAPLN1 respecto al MFAP5 
superior a 0,55, indica que cultivo celular contiene condrocitos. 

23. El método de la reivindicación 22, donde la citada proporción indica que cultivo celular contiene al 
menos un 50 % de condrocitos. 30 
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