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Thesis summary

REGENERATION AND IMMUNOMODULATION IN
MESENCHYMAL STEM CELLS FROM OSTEOARTHRITIS
PATIENTS. GENETIC AND FUNCTIONAL STUDY

INTRODUCTION

Osteoarthritis (OA) is the most prevalent form ofhatis. This musculoskeletal
disorder is caused by an imbalance between catatwotl anabolic factors, which leads

to articular cartilage loss, sinovial inflammatiand subchondral bone changes.

OA is a complex and multifactorial disease. Aginggtabolic disorders, articular

damages or genetic mutations are found amonghkdactors.

Up to date, there is not effective drug treatmemt @A, beyond a pain relief.
Anyway, the regeneration of tissues from the damgget is not achieved. In this

context, the application of mesenchymal stem ¢MISCs) could be hopeful.

MSCs are cells with self-renewal and multilineagiedentiation potential. Under
proper conditions, MSCs can give rise to chondegyadipocytes, osteoblasts, and
other cells of mesodermic lineage. Furthermorehas been shown that MSCs are
capable of modulating the immune response andcpaate in the healing process by

secreting various soluble factors.

MSCs are easily isolated from bone marrow, butadse present in other tissues
such as adipose tissues. Thus, their use has bmpteg toward cell regenerative
therapies, even more when their low or absent inagenicity is considered, as they do

not express class Il molecules.
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Nevertheless, the MSCs aimed to tissue regeneratiommunomodulation could
present genetic o0 molecular damages, counteratttaigproperties. The study of these
defects may enlighten the physiopathology of theease and the therapeutic use of
MSCs in this disorder type.

OBJETIVES

The main goal of this study was the comparison betwbone marrow MSCs from

OA patients and from subcapital fracture patiectsisidered as control group.

Aiming to determine the suitability of MSCs in ctllerapies, we analyzed the gene
expression profile from both groups of patientg $slusceptibility to develop OA by a
single nucleotide polymorphism (SNP) study, and,alse determinate the effect of
matrix on MSCs” characteristics.

MATERIAL AND METHODS

In this study a DNA microarray was used to compeeht describe the
transcriptional differences between MSCs, obtaifredh osteoarthritic patients, and

those from non-OA donors.

To ensure the purity and properties of MSCs fronthbtypes of donors, we
characterized the cells by flow citometry, diffeiation assays and plate adherence
growth until passage 6 of culture.

To asses which biological function was more sigative, genes with differential
expresion and statistic difference were classifigdheir biological function using Gene
Ontology (GO).

Subsequently we performed a gene set enrichmehtséGSEA) in both samples

and we divided the genes in two categories:

» First category included growth factor and celludéferentiation genes, which had

shown significative differences between OA groug aan-OA group.
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e Second category comprehended genes without sigtifec difference between the

study groups.

Among the genes contained in first category, wendbGOL10Aland IGF1. We
performed a SNP analysis of these genes to detatenithe possible association

between OA development and a particular genotype.

On other hand, we analyzed the effect of an algimaatrix in gene expression,
growth factor secretion and MSCs development, tduate their clinical application in

this kind of biological vehicle.

RESULTS AND DISCUSSION

MSCs are used as therapeutic agents in sevenaétispiries. Their characterization is
needed to guarantee their success in clinicalnreats. In this study, we have verified
their growth capacity until passage 6 and theifed#ntiation capacity in mesodermic
lineage such as chondrocytes, adipocytes and dagtoburthermore, we have checked
the presence of CD90, CD73, CD105 and CD166, M®@sacteristic markers. We did

not found any differences in these features betv8&s from OA patients and non-

OA donors.

We found 1,967 differentially expressed genes betw®A-MSCs and control-
MSCs. Interestingly, among these genes, we foumtbvanregulated expression of
genes essential for the regenerative potential tera@mce in OA-MSCs.

In particular, the expression of type X collagerswgpecially altered in OA patients
and showed a genetic association betwee®E10A1rs11965969 polymorphism and
OA. Type X collagen is sintetized by hypertrophibondrocytes before ECM
mineralization and therefore, it diminishing exmies could be responsible of an
alteration in subchondral bone formation. On thleeothand, it has been showed a
relationship between Schmid metaphyseal chondrdalsisp and mutations in
COL10A1 The presence of rs11965969 polymorphism coul@tate a less severe and
more prevalent disease such as OA.
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Also, we found that 57 of the 73 IGF1 pathway eflagenes analysed, accounted
for the enrichment of the IGF1 gene set in conMt$Cs and consequently their
downregulation in OA-MSCs. IGF1 is an insulin stural and functional analogous,
responsible of chondrocyte growth and proliferatiomhile inhibit chondrocyte
apoptosis. We found a relationship between seruRlIBvels and hip OA severity in
Spanish population. Moreover, an IGF1 polymorphigas found significative different
between OA patients and non-OA donors. Rs219523@mmophism was associated
with an increase of the risk to suffer hip OA, alilgh this association diminishing
when we limited the comparison with non-OA donoithaut radiographic OA signs
and there are a controversy about the IGF1 ro@An Therefore, these findings could
provide a tool for an early OA diagnosis and a rilisimator factor between knee and
hip OA.

We did not found significant differences on immuraatulation related genes in the
analyzed MSCs. Furthermore, we performed an immuadotation study on OA-
MSCs, where we observed that MSCs maintained thapacity to respond to
proinflammatory factors such as IfFldnd TNFe. Indeed, after several weeksiarvitro
culture, MSCs embedded in an alginate matrix, ra@et their inmunomodulatory
properties and were able to upregulate IDO anddége expression. These results are
promising for the future application of MSCs in &tized inflammatory diseases, such
as OA, where also, the prolonged action of thetreat could be crucial for clinical
success.

CONCLUSIONS

1. Whole genome microarray data showed an altered gepeession profile in
OA-MSCs in comparison with non-OA MSCs.

2. Genes related with growth and cell differentiatfanctional categories such as
COL10AlandIGF1 were downregulated in OA-MSCs, while genes relatgd
cell apoptosis were upregulated.

3. The data could indicate a genetic association kiws11965969 SNP of
COL10A1 gene and OA-donors.

XII
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4. In this study, we suggested a relationship betwssom IGF1 levels, risk of
development or severity on hip OA and rs35761G#1 in Spanish population.

5. We did not found differences on immunomodulatory@4Soroperties between

OA donors and non-OA donors.

6. OA-MSCs were able to maintain immunomodulatory gerpression after 30

days embedded in alginate beads.
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Resumen

RESUMEN

La artrosis es una enfermedad musculoesquelétigsada por un desequilibrio
entre factores catabdlicos y anabdlicos que deseamlo la pérdida del cartilago

articular, la inflamacion sinovial y cambios erhakeso subcondral.

En la actualidad no existe ningun tratamiento faol@ico efectivo, mas alla del
alivio del dolor, para el tratamiento de la artspsi en cualquier caso no se logra una
recuperacion de los tejidos de la articulacion dafi&n este contexto, las propiedades
de autorenovacion, pluripotencialidad e inmunomacioh de las células madre
mesenquimales (CMMs) aplicadas mediante las nudeagpias celulares son
esperanzadoras. No obstante, tanto si las célofastgizadas de forma autéloga como
alogénica, es necesario determinar como la progielqgia puede limitar el potencial

terapéutico de estas células.

En este estudio, se usé un micrroarray de ADN paralizar las diferencias
transcripcionales en las CMMs de pacientes cosastty sujetos control sin artrosis
con el fin de analizar las caracteristicas de IBEVIS con la vista puesta en su uso

terapias celulares.

En las CMMs de artrosis se encontraron reguladashaja genes relacionados con
la capacidad regenerativa de las CMMs, en concedtgenCOL10Aly la ruta de
sefalizacion IGF1. Ademas se encontraron asociegiganéticas entre SNPs de estos
genes y artrosis, rs11965969 en el cas6@k10Aly rs35767 en el caso #B8F1 en la

poblacion espafiola.

Por otro lado, no se encontraron diferencias sgatias en los genes relacionados
con la capacidad inmunomoduladora de las CMMs eatreos grupos analizados. Se
realiz6 un estudio complementario sobre la inmurduwtexion de las CMMs en
pacientes artrésicos, donde observamos que las CdéMsstos pacientes conservan la
capacidad de responder a factores proinflamatonadso tras varias semanas en
cultivo in vitro en una matriz de alginato, abriendo asi las eapeat de aplicacion de

este sistema en enfermedades con un componeramatfirio como es la artrosis.




Resumen

ABSTRACT

Osteoarthritis is a musculoskeletal disease causedan imbalance between
catabolic and anabolic factors, which leads tocaldr cartilage loss, sinovial
inflammation and subchondral bone changes.

Up to date, there is not effective drug treatmemtdsteoarthritis, beyond a pain
relief. Anyway, the regeneration of tissues frora ttamaged joint is not achieved. In
this context, the application of mesenchymal stefts MSCs), given their capacities
of self-renewal, pluripontency and immunomodulatioould be hopeful. Nevertheless,
both, in autologous or allogenic MSCs therapieshibuld be necessary to determine
wether in a pathologic environment, such as osteots, these properties are altered

limiting the therapeutic potential of these cells.

Aiming to determine the suitability of MSCs in cétlerapies, in this study a DNA
microarray was used to comparatively describe ttéwestriptional differences between

MSCs, obtained from osteoarthritic patients, araséhfrom non-OA donors.

Interestingly, we found a downregulated expressidbngenes essential for the
regenerative potential maintenance in OA-MSCsartigular, inCOL10Algene and in
genes involved in the IGF1 signaling pathway. Mesrpwe also found an OA genetic
association, in spanish population, with single leoiide polymorphisms in the
COL10Aland IGF1 genes.

On the other hand, in the analyzed MSCs, no swamti differences were found
with regard to immunomodulation related genes. Harhore, we performed an
immunomodulation study on osteoarthritic MSCs, wheve observed that MSCs
maintained their capacity to respond to proinflantonafactors. Indeed, after several
weeks onin vitro culture, MSCs embedded in an alginate matrix, taaed their
inmunomodulatory properties. These results are @omfor the future application of
MSCs in localized inflammatory diseases, such &soasthritis.
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Abreviaturas

ACR: Colegio Americano de Reumatologia. Del

inglés:American College of Rhemautology.
ACTB: B-actina.

ADN: Acido desoxirribonucleico

ADNc: Acido desoxirribonucleico complementario
AFE= Agilent Feature Extraction
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ALP: Fosfatasa alcalina

ANOVA: Andlisis de la varianza. Del inglés:

Univariate Analysis of Variance
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BARX1: BARX homeobox 1
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Breakpoint Cluster Region protein
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BMPs: Proteinas morfogenéticas del hueso
Células Treg: Células T reguladoras
CMMs: Células madre mesenquimales
col.: Colaboradores

COMP: Proteina oligomérica de matriz
COX2: Ciclooxigenasa 2

CSF: Factor estimulador de colonias

CSK: Tirosin kinasa c-src

Cy3: Cianina 3

Cy5: Cianina 5

DACTL1: Antagonista dapper de flacatenina 1
DCs: Células dendriticas

EAE: Encefalomielitis experimental autoinmune
ECM: Matriz extracelular

EDTA: Acido etilendiaminotetraacético

ELISA: Ensayo de inmunoabsorcién ligado a

enzimas

ESR: Ratio de sedimentacidn eritrocitica

FBS: Suero fetal bovino

FDR: Ratio de falsa coincidencia

FGF-2: Factor de crecimiento de fibroblastos 2
FGFs: Factores de crecimiento transformantes
GAPDH: Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa
GARTROSISL: Estudio Artrosis y Estilo de Vida
GDFb5: Factor de crecimiento de diferenciacion 5
GO: Ontologia genética

GSEA: Enriguecimiento de Juegos Génicos
HAQ: Cuestionario de evaluacién de la salud
HGF: Factor de crecimiento hepatocitico

HLA: Antigeno humano leucocitario

HLA-G: Antigeno leucocitario humano G

HO-1: Hemooxigenasa 1

HPRT: Hipoxantina fosforibosiltransferasa

IC: Intervalo de confianza




Abreviaturas

IBMX: 3-isobutil-1-metilxantina

IDO: Indoleamina 2,3 — dioxigenasa
IFNy: Interferony

IGF: Factor de crecimiento insulinico
IGF1: Factor de crecimiento insulinico 1
IGF1r: Receptor del IGF1

IL: Interleucina

ILARN: Receptor antagonista de IL1
IL6: Interleucina 6

iNOs: Oxido nitrico sintasa inducible
ITS: Insulina-transferrina-selenio

KL: Kellgren-Lawrence

KYN: Kinurenina

LG-DMEM: Low-glucose Dulbecco’s modified

Eagle’s medium

MCGS: Factores de crecimiento para el

crecimiento de CMMs
mg: Miligramos

ml: Mililitros

mm: Milimetros

mM: Milimolar

MMLYV: Virus de la leucemia murina de Moloney

MMPs: Metaloproteinasas
MO: Médula ésea

MPR: Receptor manosa fosfatos. Del inglés:

Mannose 6-phosphate receptor

NacCl: Cloruro sédico

NES: Grado de enriquecimiento normalizado
ng: Nanogramos

NK: Natural killer

nm: Nanémetros

NO: Oxido nitrico

NOM: Nominal

NR: Ratio de normalizacién

OR: Odds ratio

PAI1: Inhibidor de plasminégeno activado 1
PBS: Tampon fosfato salino

PC5: Aloficocianina, cianina 5

PCR: Reaccidn en cadena de la polimerasa
PDGF: Factor de crecimiento plaquetario
PE: Ficoeritrina

pg: Picogramos

PGEZ2: Prostaglandina E2

PPARy: Receptor de proliferacion activado del

peroxisoma gamma

PYK2: Proteina tirosina kinasa

RGD: Alginato modificado covalentemente con el

tripeptido arginina-glicina-acido aspartico
RSPO: R-Spondina

RT: Transcripcion inversa

SFRP: Proteinas secretadas relacionadas con

Frizzled

SNP: Polimorfismos de una sola base




Abreviaturas

SPP1: Osteopontina UBC: Ubiquitina C

SSEA: Antigeno especifico de etapa embrionaria VEGF: Factor de crecimiento vascular endotelial

TGFB: Factor de crecimiento transformafite VWEF: Factor von Willebrand.

TGFB1: Factor de crecimiento transformafite WOMAC: indice de artritis de las Universidades

TIMP: Inhibidor de metaloproteinasas Western Ontario y McMaster

caracteristico de tejido )
ng = Microgramos

TLR: Receptor tipo Toll
ul = Microlitros
TNF: Factor de necrosis tumoral

um = micra (micrémetro)
Trp: Triptéfano
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Introduccion

1. La artrosis

La artrosis es una enfermedad articular degenaratidiscapacitante, que se
produce debido a un desequilibrio metabdlico et factores catabdlicos y los
anabolico¥!. Su principales sintomas son el dolor y la rigidgicular y se caracteriza
por la degeneracién progresiva del cartilago ddicla esclerosis del hueso subcondral

y la inflamacién de la membrana sinof#a(Figura 1).

Normal Artrosis

| Debilidad y desgaste
tendones/ligamentos/musculos

Musculo

Inflamacién sinovial

Tendén/ligamento Disminucién de la viscosidad del fluido

r sinovial
/ "L ] o » ) i Fibrilacién o destruccion del cartilago
Cartilago ' [(ff e
. II T 3 + i
M.enls.co I = : e ; e | Osteofitos (Excreciones dseas)
Membra.ma s.|nov!a| '. A\ W g @ Esclerosis 6sea
Fluido sinovial ' \ = Desgaste y rotura del menisco

Capsula articular
¥ Engrosamiento de la capsula articular

Hueso

Figura 1. Esquema representativo de una rodillamaky una rodilla con artrosis. Entre los cambios
mas significativos, en la rodilla artrosica se dhgiuen: la fibrilacion del cartilago, la inflamaai
sinovial, la esclerosis 6sea, la presencia de d&ts) el engrosamiento de la capsula articular, el
desgaste del menisco, la debilidad de los tenddigesnentos y masculos y la reduccion de la vistzaobi

del fluido sinovial. Adaptado de Wieland y ¢8L.

La artrosis es el desorden musculoesquelético reésdnte y una de las causas mas
importantes de discapacidad a nivel murtialOcupa el cuarto lugar entre las
enfermedades discapacitantes que afectan a lagsesyjeel octavo puesto entre los
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hombre§' ®. En Espafia, su prevalencia se sitlia en torno %l Y0afecta en mayor

medida a las mujer€s

Por otra parte, y desde un punto de vista econgniasogatos generados por la
enfermedad son importantes. En el afio 2009, urdiestie los costes derivados del
tratamiento de pacientes artrosicos de rodillacgdera, cifr6 en 1.502 euros el coste
total anual por paciente en Espafa, donde lossdstctos alcanzaban el 86% del total
y el coste nacional se aproximaba a 4.738 millate®uros, lo cual representaba el

0,5% del producto nacional briffo

1.1. Criterios de diagndstico de la artrosis

Segun el Colegio Americano de Reumatologia (ACRJliagnodstico de artrosis se

basa en los siguientes criterios clinicos en fundié la articulacion afectada™:

Rodilla: el paciente debe referir dolor en la rodilla, sgrtar formacion de
osteofitos definidos radiolégicamente y pertenesdlemenos a una de las siguientes
categorias: tener mas de 50 afos, presentar rigidénal de menos de 30 minutos o

sufrir crepitacion articular al movimiento.

Cadera el paciente debe referir dolor en la cadera mahos presentar dos de las
siguientes caracteristicas: un ratio de sedimaiagiitrocitica (ESR) menor de 20 mm
en la primera hora, formacion de osteofitos fenewrab acetabulares definida
radiologicamente o mostrar un estrechamiento dehas articular también definido

radioldégicamente.

1.2. Clasificacion y estructura de la articulacion

Se entiende por articulacion la zona de union eddsehuesos, su principal funcion
es proporcionar estabilidad y movilidad al esqeel&n funcion del tipo de movilidad
permitida, las articulaciones pueden clasificarselas siguientes grupos: sinatrosis,
anfiartrosis y diartrosis o sinoviales. Las sir@sis son aquellas articulaciones carentes

de movimiento, como las existentes en los huesmseates. Las anfiartrosis, poseen
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movimiento aunque limitado. Y las diartrosis o@rtaciones sinoviales, ademas de ser
las que permiten una mayor ampitud de movimientmsno rodillas, codos y
articulaciones de los dedos, son las articulaciomegoritarias y las mas afectadas en la
patologia artrésica®. En este trabajo, nos hemos centrado en el estiadia artrosis

de las articulaciones de tipo sinovial.

Los componentes estructurales basicos de las ladicnes diartrodiales son el

cartilago, el hueso subcondral y la membrana sahovi

1.2.1. El cartilago articular

El cartilago articular o hialino se encarga de mipar el rozamiento entre las
superficies articulares. Su grosor normal oscitaeeh y 5 mm y alberga una poblacion
celular denominada condrocitos. Los condrocitos éulas del cartilago, estan
embebidos en una matriz extracelular (ECM), formpolaagua, proteoglicanos y una
red de colageno tipo Il (Figura 2). La red de cetéy confiere la fuerza tensil del
cartilago mientras que los proteoglicanos, comoagrlecano, al ser hidrofilicos,
absorben el agua y proporcionan al cartilago silithad para resistir la compresion y
distribuir la carg&®. Es un tejido avascular y alinfatico, por tantws hutrientes se

difunden desde el liquido sinovial hacia el intedel cartilago articul&?.

El cartilago articular esta estructurado en trgsasala capa superficial, la capa
media o de proliferacion y la capa radial o profund

Capa superficial: Contiene condrocitos metabdlicamente inmadurosderssidad
celular de esta zona es mas alta que en el restapds y sus condrocitos tienen forma
aplanada. Las fibras de colageno se disponen fexaetre ellas y a la superficie de la

articulacion.

Capa media o de proliferacién:Posee células metabdlicamente activas y maduras.
Los condrocitos se presentan redondeados o en gngPgenos (dos condrocitos
juntos) rodeados de una gran cantidad de matriae{tlar creada a partir de sus

propias secreciones, principalmente, de proteagded colageno tipo Il.
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Capa radial o profunda: Las células son de mayor tamafo y se disponen en

columnas, es en esta capa donde la matriz empieaiaificarse.

Condrocito

Fibra de colageno
Proteoglicano

Vista magnificada de los componentes de
la capa media del cartilago articular

Hueso trabecular

con flujo
Hueso subcondral

Cartilago

Capa media

Capa superficial

Superficie

Figura 2. Diagrama microscopico del cartilago anlar. Adaptado de la web del grupo de
traumatélogos y cirujanos ortopédicos San AntBHlio

1.2.2. El hueso subcondral

El hueso subcondral es una capa formada por &brille colageno tipo i
incrustadas con hidroxiapatita y contiene condoscinhetabolicamente inactivos. Esta

separado del cartilago por una capa de cartildgdicado que actia como interfase.

El hueso subcondral, posee una organizacion egedds mas fino que el hueso
compacto o cortical y contiene sistemas harvesidlassinillas de hueso compacto
dispuestas concéntricamente alrededor de un casalilar) que discurren paralelos a la
articulacion y no al eje longitudinal del hueso.efiths, sus puntos centrales de apoyo
en el hueso trabecular se disponen en angulo eelis puntos de mayor estrés en la

articulaciont?.
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En la artrosis la desestructuracion de las trab8aub es apreciable. Sin embargo,
son mas frecuentes las geodas (disminucién deda gs®a) y la esclerosis (aumento de

la masa 0sea) alrededor de las geodas en el hulesonsiral (Figura 3).

Figura 3. Radiografias de contacto de cortes deezalfemoral artrésicas. Adaptado Berriol Campos,
2002

1.2.3. La membrana sinovial

La membrana sinovial 0 sinovio, es una membrana @t vasos sanguineos y
linfaticos que tapiza la cara interna de la capsutecular, y la responsable de la

secrcion del liquido sinovial.

Esta formada por dos capas, la capa intima o enteta capa profunda o subintima.
En la capa intima coexisten dos tipos de sinovieditelulas de la membrana sinovial),
tipo Ay tipo B. Los sinoviocitos tipo A, 0 macrgfi&o son los que aclaran los desechos
internos de la membrana. Los sinoviocitos tipo Be gon los mas abundantes, se
asemejan a fibroblastos y sintetizan acido hialemmgue junto con la lubricina,
constituyen los dos componentes esenciales detidéicginovial, al que confieren sus
propiedades reductoras del coeficiente de friccgmtire las superficies de la

articulacion?.

17



Introduccion

La capa subintima se compone de tejido adiposmsfiby areolar, conformando
una ECM a base de colageno tipo VI, Ill, 1 y V, asmo hialuronato, fibronectina,

decorina y biglicano.

El sinovio posee componentes linfaticos y del sisténmune, tanto celular como
humoral. Ademas posee una red neural que provemligtentacidn nociceptiva para

controlar el flujo de sangre sinovial.

1.3. Origen y mecanismos asociados a la artrosis

La artrosis ha sido considerada durante mucho beegmo un desorden del
cartilago inducido por la acumulacién de estrésamied'®. En la actualidad, se asume
gue su inicio y su progresion son procesos indepetes y es considerado como un
desorden multifactorial asociado a diferentes fastale riesgo (Figura 4), entre otros:
el envejecimiento, los desordenes metabodlicodekisnes articulares o las mutaciones

genéticas en genes codificantes de moléculasmattiz del cartilagd® 2!

Factores
genéticos

85 mecanico (actividad fisica) |
|
f
Iformacicnes articulares f

\ Envejecimiento /

Figura 4. Factores de riesgo implicados en la ap#nn de artrosis. Se distinguen tres grandes grujms
factores: genéticos, relacionados con la edad gaiehnados intrinseca o extrinsecamente con el propi

entorno articular.
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Desde un punto de vista genético, es interesastaa que entre el 39-78% de los
casos de artrosis pueden atribuirse a este comgonaymo asi parecen evidenciar
distintos estudios de herencia genéticd.

1.3.1. Mecanismos asociados a la artrosis

Dentro de los mecanismos asociados a la artrogmisge distinguir entre los

mecanismos genéticos y los mecanismos molecularekihares.

1.3.1.1. Mecanismos genéticos

Aunque varios genes han sido asociados con elrddsate artrosis primaria, esta
asociacion ha sido muy dificil replicar en difeesntohortes de pacientes con artrosis.
Asi, los meta-andlisis publicados muestran una gerebilidad entre los estudios
analizados debido al diferente disefio y poblacioestudiadd®?. Ademas, la
asociacion de estos multiples factores genétidosrelien funcién de la articulacion o
localizacion especifica (manos, cadera, rodillaolomona) en la que actda el producto
del gen. Asi, el desarrollo de la patologia eg®litado de los efectos aditivos de estos
genes y no del efecto individual de un gen contrt

Los genes candidatos mas asociados a la artrasis gsplicados en rutas de
sefalizacion intracelular implicadas en el crecitiey diferenciacion de las células
gue conforman y mantienen la integridad de lasietras articulares. Algunas de las
sefiales de transduccién implicadas en la formadra articulacion se estimulan
mediante proteinas morfogenéticas del hueso (BMR®)ores de crecimiento
transformantes (FGFs) y proteinas de la familiZad&/NT (incluyendo la sefalizacion
via B-catenina) que es esencial durante el desarrollcatélago y del hue&d. La
asociacion de ésta Ultima, con la artrosis hadéostrada en modelos animéfés

Entre los genes candidatos identificados, y qudonman parte de las proteinas
estructurales, estan: el gen de la proteina 3tsglereelacionada con frizzleBKRP3J,
la asporina y los factores genéticos Von Willebland®. Sin embargo, estas
asociaciones no han podido ser reproducidos ediestde poblaciones caucéasicas mas

grandes ni en meta-analisis. A este respectoctrfde crecimiento de diferenciacion 5
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(GDF5), si se ha logrado confirmar en amplios meta-sisalde poblaciones

caucasicas 3",

También se han asociado a la artrosis a genesoreaos con la ECM de los
condrocitos del cartilago articular asi como lasationes puntuales en los genes de los
colagenoCOL2AT, COL4A1 COL5AL COL6ALy el gen de la proteina oligomérica
de matriz COMP)Z,

En modelos animales experimentales, existen eviaerie desordenes genéticos
gue afectan a la arquitectura del hueso subcondaaie son susceptibles de causar
artrosis. Por ejemplo, en ratones con una mutacida en la proteina latente 3 de
unidn al factor de crecimiento transformaft€ TGH3), que regula la activacion de
TGFB, se desarrollan osteoesclerosis y artfsisnientras que un defecto en el gen

COL1Alprovoca una rapida progresion de la artrosis s emimales”.

En estudios recientes de poblaciones, los andksigiamiento de genoma completo
ofrecen una idea de los posibles genes implicadasieaumento del riesgo de sufrir la
enfermedad®. En este aspecto, el cromosoma 2q se ha encorgositivo en varios
analisis, sugiriendo que podria englobar uno oosagenes relacionados con la
susceptibilidad a sufrir artrosis. Entre los gegas se han localizado en esta region se
encuentran los genes de las citocinas del grumolencinas (IL), en concretdl,. 1a,
IL1p y el antagonista del receptor de ILILIRN), todos ellos asociados con el

desarrollo primario de artrosis de rodilla perodeccaderd®.

De hecho, variantes de los haplotipos Id&RN se han asociado con severidad
radiogréafica de la artrosis. En otro de estos é&stusk han identificado variantes de la
ciclooxigenasa@OX2 involucradas en el riesgo de sufrir artrosis oiilia®”. Estas
asociaciones genéticas son subyacentes al cadaaseprominente papel de las rutas
inflamatorias en la patogénesis de la artrosiodila.
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1.3.1.2. Mecanismos moleculares y celulares

En la Figura 5 se representa la compleja red daligationes moleculares y

celulares que juegan un papel importante en estg@nesis.

En condiciones fisiologicas, los condrocitos actéamo sensores mecanicos en
respuesta al estrés, produciendo matriz extracdjptateoglicanos y colageno tipo II).
Por el contrario, en artrosis el metabolismo dectwsdrocitos se altera y éstos inducen
la produccion de proteasas y mediadores inflammatbmo las citocinas IB1ly el
factor de necrosis tumorat (TNFo) que disminuyen la sintesis de colageno e
incentivan la produccion de proteasas (metaloprasais de la matriz del cartilago;
MMPs) y otras moléculas inflamatorias como la Il&,IL6, la prostaglandina E2
(PGE2) y el é6xido nitrico (NO}®.

Entre los cambios mas caracteristicos que se peodan el cartilago artrésico,
cabe destacar la formacion del condrocito hipedopfcaracterizado por el aumento de
la producciéon de MMP13, colageno tipo X y fosfatasealind®. Este fenotipo,

provoca la apoptosis de los condrocitos y la asifitn endocondréf.

Por otro lado, el condrocito también posee mecarsstie defensa, consistentes en
controlar el balance entre enzimas activas y laterat través de dos inhibidores
enzimaticos: el inhibidor de metaloproteinasas atarésticos de tejidos (TIMP) vy el
inhibidor de plasminégeno activado 1 (PA1Y) Ambos se sintetizan en grandes
cantidades bajo la regulacion de TR3E®. Sin embargo, la produccién local de
factores de crecimiento anabdlicos, tales commffatg crecimiento insulinico 1 (IGF1)
y TGH3 en osteofitos de pacientes con artrosis de cadendribuye a la formacion de
més ostefitos y al remodelado del hueso subcdffdralinto con un aumento de la
angiogenesis osteocondral debido a la producciofacter de crecimiento endotelial
vascular (VEGF{?.

Otro de los factores importantes en el desarr@ltagatologia es la inflamaciéon, a
pesar de estar confinada a areas adyacentess#la diel cartilago o hueso, provocando
una activacion del sinoviocito y la posterior ligeidn de proteinasas y citocinas como

la colagenasas o la estromielisina, que puedereracela destruccion del cartilago
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cercano. Aunque el cartilago es el principal respble de la produccién de estas
moléculas destructivas, los productos resultantessd degradacibn mecénica o
enzimética pueden provocar la liberacion de colagas y otras enzimas hidroliticas
gue aumentan la hiperplasia vascular en la membsamvial. Secuencialmente, la
membrana sinovial produce la induccion defllyITNFo, aumentado aun mas el efecto

inflamatorid*¥.

Membrana sinovial

"‘__.___....... gy

Productos derivados de la
rotura del cartilago L1 e

e ——

PA/Plasmina : ;r NO #—
MMPs f
atentes

Cartilago; -

Fuerza

mecanica ? TGFB

1'_*

a Apoptosis

Osteoblasto| =
2 L%

L]

Hueso Osteofito

Figura 5. Red de mecanismos moleculares y celulgmesintervienen en el inicio y la perpetuaciénale

artrosis. Adaptado de Abramson y ddf.

1.4.Tratamiento de la artrosis

Hasta la fecha, no existe un tratamiento capaz sdabiézar o revertir esta
enfermedad. Los pacientes con este tipo de dessdenmanejan con una combinacion
de agentes farmacoldgicos y no farmacolégicos gmeetegidos por poseer efectos
secundarios minimos. Teniendo en cuenta que atipahobjetivo de este tratamiento
es el control del dolor y la mejora de la calidadvitia del paciente, la primera linea de

tratamiento consiste en una guia de consejos BGiBlkes, ejercicios fisicos y pérdida de
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peso, seguida por la prescripcion de analgésiabs gntiinflamatorios no esteroideos
(AINES), que son los farmacos méas prescritos panmamejo de la artrosts. En
paralelo, la fisioterapia, las infiltraciones detmmesteroides o el uso de bastones o
muletas, entre otros, son aplicables. Recientemesge estudian otras terapias
alternativas como el uso de condroitin sulfatofasalde glucosamina, inyecciones de
acido hialurénico, de plasma rico en plaquetas ycélelas madre mesenquimales
(CMMs).

Las CMMs han generado un gran interés en las egiaatterapéuticas basadas en
células. Sin embargo, y hasta el momento, el dlfaso del tratamiento para los casos
donde las estrategias conservativas no han log@doionar los sintomas de la artrosis

es el reemplazamiento quirargico de la articula¢ikigura 6).

Capsaicina AINES orales Opioides Infiltraciones
Inhibidores COX2 articulares
Paracetamol AINES

Muletas/andadores

Educacidn, informacidn, guias Aplicaciones calor/frio

Entrenamiento aerdbico,
Suelas /zapatos L
. Ejercicios de esfuerzo
almohadillados

Consejos asistenciales
Pérdida de peso (en obesidad)

Estimulacién
eléctrica y
transcutanea

de nervios
Terapia manual

. L Artroplastia
(manipulacion y

estiramientos

Figura 6. Tratamientos clasicos para combatir Idatsmas de la artrosis. Existen varias escalas,
combinables entre si, para el tratamiento de lacsis: cambios en el estilo de vida, medicaciontieon
el dolor, fisioterapia, terapias alternativas y patimo el reemplazamiento articular mediante ciaug

ortopédica. Adaptado de Conaghan y &5l.
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2. Las células madre mesenquimales (CMMs)

Las CMMs son células multipotentes que presentaactexisticas de las células
madre como su capacidad de autorenovacion y sunqiakepara diferenciarse hacia
diferentes linajes mesodérmicos (entre otros: @sbuel cartilago, los musculos, el

tendén y el tejido adiposd *® (Figura 7).

Las principales funcidnes biolégicas de estas aglglon el mantenimiento y la

regeneracion del tejido envejecido, reemplazands eélulas perdid&s.

0 Células madre mesenquimales
< o>
"'-,

Adipocitos

PATS
= cooo

Osteoblastos

Miocitos

Figura 7. Multipotencialidad de las CMMs. Las CMMsn capaces de autorenovarse y originar
multiples linajes como: adipocitos, condrocitosteablastos o miocitos, entre otros. Adaptado de

Meregalli y coP”.
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2.1. Origen y fenotipo de las CMMs

Las CMMs estan presentes en mdltiples tejidos.eeotros el tejido adiposo, la
membrana sinovial, los dientes de leche, el corddhilical o los vasos sanguin&ds
(5254 Las mas estudiadas y abundantes son las CMMadasslde la médula ésea.
Aunque el patron de expresion génica es muy simidependientemente de su tejido
de origen, existen algunas diferencias, como sestraien la tabla |I. Se puede por lo
tanto cuestionar la equivalencia de estos fenagtigosque la mayoria de los estudios
muestran que las células seleccionadas poseerpateiitialidades semejantes, si no

exactamente igualed,

En general, se acepta que las CMMs,vitro, son células capaces de formar
colonias de tipo fibroblastico, adherirse al pl&stie cultivo y que pueden diferenciarse
al menos a tres linajes: osteoblastico, adipociticondrocitic6®. No obstante, se debe
considerar que las CMMs exhiben cierta variaciorserpatron de expresion génica
propia del paciente, del método de aislamientssyplses de expansigh

Tabla I. Diferentes fenotipos de las CMMs humanegis su tejido de orig€il. ALP: Fosfatasa
alcalina; BMP: Proteina morfogenética de hueso; CB&ctor estimulador de colonias; GDF: Factor de
crecimiento de diferenciacién; HLA: Antigeno humadeacocitario; IL: Interleucina; PDGF: Factor de
crecimiento plaquetario; SSEA: Antigeno especifieoetapa embrionaria; TLR: Receptor tipo Toll;
TNF: Factor de necrosis tumoral; VEGF: Factor deecimiento vascular endotelial; vWF: Factor von
Willebrand.

Expresién Fenotipica ‘ Potencialidad de

Tejido origen de o o
o . originar tres linajes
CMMs Positiva Negativa

celulares

Médula 6sed’ CD29, CD44, CD105, CD166 CD34, CD45 Si
Células
) CD146, NG2, PDGF-Rb, ALP,CD34, CD45, .
perivasculares  del SI
) e | SSEA4, Oct4 CD144, VWF
cordén umbilicaf®
CD44, CD90, CD105, HLA G6
. CD34, CD40,
Gelatina de| IL1A/B, IL6, IL8, IL14, BMP1, CSF3, 3
5, 60] CD45, CD80,| Sl
Whartor® FAMC3, GDF15, PDGF-B, TNF4| CD86
TNF11B, TNF12, VEGF
CD29, CD44, CD73, CD90, CD105, Si
Mucosa nas&f! _
TLR4 ligando
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Expresién Fenotipica ‘ Potencialidad de

Tejido origen de o o
o . originar tres linajes
CMMs Positiva Negativa

celulares

Estroma CD29, CD44, CD73, CD105, CD11yY,CD14, CD34, S
intestinalt? CD166 CD45
] ] CD117, CD29 , CD44, CD73, CD10b, B
Mucosa intestin&f! Si
CD117, CD166
CD105, CDi06, CD54, CD166,
) CD90, CD29, CD71, pax-6/p7%,Caderina No. Adipogénico
Estroma limbal de ) o
. 163 SSEAl, Tra-1-61, Tra-1-81, CD31endotelial osteogénico
0jo
: CD34, CD45, CD11a, CD11c, CD1l4yascular solamente.
CD138, Flk1, Flt1
CD14, CD19,
Osteosarcoma CD44, CD73, CD90, CD105, CD166, .
. CD31, CD34, Sl
estromaf*! HLA class |
CD45, HLA-DR
2.2. CMMs en la medicina regenerativa

Debido a su facilidad de aislamiento, manipulagi@eguridad, las CMMs han sido
utilizadas como agentes terapéuticos en varios lm®dexperimentales de lesiones
tisulare€> 0. Estas células pueden expandimsevitro en grandes cantidades y ser
utilizadas en tejidos no inmunoldgicamente coinaide debido a que son levemente

inmunogénicas".

La mejoria de los tejidos dafados tras ser tratadoSCMMs ha sido demostrada
experimentalmente en varios trabajos; sin embatgo,ntegracion tisular o la
diferenciacién de estas células, no era relet/ahtasi, en modelos de administracién
intraparenquimal, se observa una muerte tempranéasieélulas integradas y en
modelos de administracion sistémica, solo una peguymoporcién de las células
alcanza la diana para la que fueron introdu€iti44 Estos datos, parecen corroborar
gue la regeneracién ejercida por las CMMs, estdadada través de factores solubles
que alteran el microambiente tislfélr estimulando la angiogenesis, reduciendo el
estrés oxidativo, disminuyendo la apoptd&i&?y previniendo la fibrosi&”.
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De este modo, ha podido demostrarse que el medidictonado de la CMMs es
capaz de estimular la proliferacién celular endatela migracion celulain vitro y que
la inyeccién de este medio condicionado por CMMs,ra&ones que habian sufrido
isquemia en un miembro, era suficiente para meadieggeneracion del flujo sanguineo
en el miembro lesionaffd. Resultados similares han sido también observatos
modelos de infarto cardia@8 junto con la multiple secrecién de citocinas aggiicas
por parte de las CMMs. En estos medios condiciomadr CMMSs, se ha encontrado la
presencia del factor de crecimiento hepatociticGKMH el factor de crecimiento de
fibroblastos 2 (FGF2), el IGF1 y el VEEGE.

2.3. CMMs en immunomodulacion

Las CMMs parecen ser capaces de modular la regpuestne. El estudio de esta
propiedad inmunosupresora es actualmente el focateteion para el tratamiento de
aguellos casos en los que la inflamacion juegaapelgmportante en la destruccion del
tejido, como ocurre en algunos desérdenes inmy@sejemplo en la enfermedad
injerto contra huésp&d. No obstante, esta inmunosupresion, requiere atieagion
previa de las CMMs por medio de citocinas proinfiémnias como interferop (IFNy),
TNFo, IL1a o IL1B®*® In vitro, las CMMs pueden inhibir la produccién de
anticuerpos por parte de las célula8®Bla generacién y funcién de las células
presentadoras de antiger®d, la proliferaciéon de linfocitos T y la produccidte
citocinas proinflamatori&$ 8% In vivo, las CMMs son capaces de reducir la actividad
inmune en la enteropatia autoinm@fieprolongar la supervivencia de aloinjertos de

1921y, mejorar un modelo de colitis experimeritil

corazon y piél

Los mecanismos responsables de esta inmunomodulasitan basados en la
produccion de la PGE2, de la indoleamina 2,3 —idemasa (IDO) y la produccién del
NO y en la expresion de citocihds

En la sintesis de PGE2 participan las enzimasaiaenasas, COX1 y COX2 (las
cuales son sobrereguladas por TNF IL1B®*) cuya inhibicién mediante
indometacina restaura parcialmente la proliferaaénlas células T, en presencia de

CMMs humanas o murinas, sugiriendo un probable Ipapeesta molécuf¥!. Por
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altimo, se sabe que IDO es una pieza clave enpliesidn de la actividad de las células
T899 En o referente a la expresion de citocinas,asedmprobado que el aumento de
la secrecién de IL6 por parte de las CMMs es caeaguprimir a proliferacion de los
linfocitos T. Esta proliferacion linfocitaria puedeer restaurada parcialmente tras la
adicion de anticuerpfé °* 1°% por otro lado, factores de crecimiento como FGF
ejercen un papel protector en el control de laif@malcion vascular a través de
VEGP!® manteniendo la diferenciacién de las CMMs e imenetando su efecto

inmunomodulador y antiinflamatoH8® (Figura 8).

Monocitos

Células Treg

Figura 8. Esquema de las interacciones entre lasVBM las células del sistema inmiifle Después de
activar las CMMs, éstas pueden inhibir la prolifei@n de las células NK, las células B y las células
Este efecto es mediado a través de la secrecidauias factores como PGE2, HGF, HLA-G y TfEa
expresién de HO-1; la produccion de NO a travésNi®s o la deplecién de Trp en KYN por IDO. La
generacion y maduracion de DCs de los monocitos. D&s inmaduras podrian entonces inducir la
generacion de células Treg. DCs: células dendréiddGF: factor de crecimiento hepatocitico; HLA-G:

Antigeno leucocitario humano G; HO-1: hemooxigendsdDO: indoleamina 2,3-dioxigenasa; IL6:
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interleucina 6; INOs: Oxido nitrico sintasa indutdb KYN: kinurenina; CMMs: células madre
mesenquimales; NK: natural killer; NO: 6xido niwicPGE2: prostaglandina E2; TGFE factor de

crecimiento transformantg Células Treg: células T reguladoras; Trp: tripédfo.

2.4. Tratamiento de la artrosis con CMMs

La aplicacion terapéutica de las CMMs mas utilizadala ingenieria tisular de
hueso y cartilago. El procedimiento se ha mejoramolas diferentes combinaciones de
CMMs, BMPs y matricé®.

Se ha demostrado quie vitro, las CMMs son capaces de diferenciarse a
condrocitos, prevenir su apoptosis e impedir ehdelo y progresion de la artro$is,

Sin embargo y hasta la fecha, los condrocitos egdd representan el Gnico tipo
celular que se usa rutinariamente para la reparateé cartilago articul@df®. Para los
trasplantes autdlogos de CMMs, seria importantsiderar la patologia subyacente y la
medicacion recibida por el paciente. Estas dosabkes podrian tener un efecto en el
nimero y la funcionalidd{® °”! (factores secretados, estado de diferenciaciétgse
CMMs08]

Existe cierta controversia en relacion a la lacfonalidad completa o normal de las
CMM s asiladas de pacientes con artrosis avafZadd&studios como el del Murphy y
colaboradoré®®, muestran una disminucién de las capacidades femativas y
condrogénicas de las CMMs, con un mantenimientxintde su potencial osteogénico.
En contraste Scharstuhl y ¢ no observaron cambios en el potencial condrogénico
dependientes de la edad o la etiologia artrésicen@ las CMMs de pacientes
artrosicos se utilizan en ingenieria tisular detilegyo, no se encuentran diferencias
dependientes de la patolodfd, aunque coexiste un cierto grado de desdifereidciac

celulaf®®!,

2.5. Vias de administracion de las CMMs

Debido a que las CMMs tienen una baja tasa dediéely supervivencia una vez
implantadas en el sitio del defecto a reparar, a@aptejo hacer una estimacion de
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namero de células necesario, aunque en generdia@sie ser elevado para conseguir un
beneficio clinico evidente. Por otra parte, es sage considerar los posibles efectos
adversos derivados de una inoculacion de célulasecradas en exceso, entre otros la

posible formacién de agregados que pueden causmiiespulmonares o infarto¥’.

Con el fin de evitar estos efectos nocivos se pueghlicar localmente, en el lugar
del defecto o lesion utilizando matrices polimedasin vitro o in situ mediante

cirugia, teniendo en cuenta asimismo los riesgesegto puede supoHet.

2.5.1. Matrices utilizadas para la administracion de CMMs

El uso de matrices permite la ubicacion precisg&MMs en el sitio de la lesion
o defecto y ademas ofrecen la posibilidad de establmodelosn vitro de estudio de
cultivos en tres dimensiones. Este tipo de ensagosuna herramienta importante para

el estudio del desarrollo, del remodelado y larapion tisuldt®.

Las matrices utilizadas en el campo de las repamasi musculoesqueléticas
constituyen vehiculos para la liberacién celulapgseen importantes propiedades
osteo/condro inductivas y osteo/condro conductivasben tener una integridad
estructural suficiente y equilibrios de degradadaiméticos dirigidos a una degradacion
espontanea cuando la lesién se haya subsanadoaoperpetuacion mas prolongada de
Su accioén segun el tipo de lesién a tratar. Puddadirse en 3 grupos atendiendo a sus

propiedades mecanicas y composicion:

Las matrices naturalesincluyen colageno, acido hialurénico, alginatohjtasan.
Poseen escasas propiedades mecanicas pero inndatidderenciacion de las CMMs
de forma mas efectifd”. Por ejemplo, el alginato ha sido muy utilizaden la
liberacion controlada de farmacos o factores deimiento, como matriz en ingenieria
de tejidos y en estudios vitro de matriz extracelular o para encapsular distitipas
celulare8™!,
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Lasmatrices con base mineralncluyen las ceramicas de fosfato calcico o etigid
bioactivo, son mas resistentes biomecanicamentguaulsus resultados son poco

reproducibled’®. Se usan generalmente en regeneracion ésea.

Las matrices de polimeros sintéticosncluyen hidrogeles de acido poliglicolico o
acido lactico. Poseen mayores propiedades mecanioas cinética de degradacion
predecible y pueden incorporar pequefias molécutas actividad bioldgica que

incentiven el proceso de regeneratith

31



32




HIPOTESIS




34




Hipdtesis

La artrosis es una enfermedad musculoesquelétizgsada por un desequilibrio
entre factores catabdlicos y anabdlicos que deseamlo la pérdida del cartilago

articular, la inflamacion sinovial y cambios erhakeso subcondral.

La terapia celular basada en el uso de CMMs, taata trasplantes autélogos como
alogénicos, es una de las estrategias actualepnmagtedoras para el tratamiento de la
artrosis. Las CMMs son capaces de autorenovarsieremtciarse a multiples linajes
mesodérmicos como los condrocitos o los osteoldastosecretar factores de
crecimiento e inmunodulacién que afecten de mamenacrina al microambiente

celular en el que se ubiquen.

Las CMMs, encargadas de la reparacion tisular yntaunomodulacion, pueden
presentar alteraciones geénicas y/o moleculares sg@n determinantes en la
fisiopatologia de las enfermedades crénicas yquéatimente en la artrosis. El estudio
de estas alteraciones, junto a la variacion gémieapueda suponer su introduccion en
andamiajes biologicos, puede dar pistas clave tsidgpatologia de la enfermedad y de

las formas especificas del uso de CMMs en andasniggéogicos.
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Objetivos

Objetivo global

Estudiar las caracteristicas genéticas de las Chiitnidas de la MO de pacientes
con artrosis en comparacion con las caracterisgiea®ticas de las CMMs de MO

obtenidas de pacientes con fracturas subcapitaleadera (grupo control).

Objetivos especificos

1. Analizar comparativamente la existencia de alteras en el perfil de expresiéon

génica de las CMMs de pacientes artrdsicos.

2. Analizar la susceptibilidad de desarrollar artrogisediante el uso de
polimorfimos de una sola base (SNPs) relacionadodas alteraciones génicas

caracterizadas previamente en el perfil de expmesié

3. Determinar el efecto del uso de matrices en laest@n génica y secrecion de
factores de crecimiento y desarrollo en las CMMhkacienados con las

alteraciones génicas caracterizadas previamenteel eperfil de expresion
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Material y métodos

1. Disefio experimental y sujetos de estudio

Se realizé un estudio de la expresion génica gldealas CMMs de pacientes

artrésicos y pacientes control de fractura subahpit

Los genes expresados diferencialmente y con Sigeifin estadistica se
clasificaron en funcién de su funcion biol6gicagarterpretar los datos de expresion,
determinando cual de las funciones era estadisticBemmas significativa mediante
Ontologia Genética (GO). Es decir, determinar cqatégorias funcionales eran las que
comparativamente mostraban mayores disparidadesmglesion y presumiblemente,

por tanto, en la funcién biolégica de las proteicadificadas.

Posteriormente se analizaron los agrupamientosdoales de genes (GSEA) en

ambas muestras y se dividieron en dos categorias:

« La primera categoria englobaba genes pertenecieatefactores de
crecimiento y diferenciacion celular que tras losrtipentes analisis
mostraron diferencias significativas entre el grdeopacientes artrdsicos y

el grupo de sujetos control.

 La segunda categoria englobaba genes en los qusenencontraron
diferencias significativas entre el grupo de paeismrtrésicos y el grupo de

sujetos control.

Por otro lado, se analizo el efecto del uso de icestren la expresion génica y

secrecion de factores de crecimiento y desarrallag CMMs (Figura 9).
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Grupo de estudio (n=8) Grupo contral (n=8)

CMMs de Artrosis CMMs de Fracturas subcapitales

Estudio del genoma completo de las CMMs

Grupo de estudio vs grupo control

Mineria de datos

Gene ontology (GO)

ZZEA

Mo existen diferencias (p=0,05] Existen diferencias (p=0.03) Efecto deluso de matrices en
_ la expresion génica y secrecion
CMMS AI‘II’DSIS VE CMMS CMMs Artrosis vs CMMs control de fac‘tores de Erecimientn 1:].-

desarrollo en las CMMs

Estudio de
polimorfismos de una
sola base (SNPs)
asociados a artrosis

Figura 9. Esquema del disefio experimental del éstud

2. Pacientes artrosicos

2.1. Seleccion de pacientes artrosicos

Debido a la diferente naturaleza de los estudiosadizar en este proyecto, se
utilizaron diferentes cohortes de pacientes d@sdy variando el tamafio muestral de
las mismas debido a criterios estadisticos (aparfds de material y métodos), los

pacientes se agruparon de la siguiente manera:
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o Para el andlisis del perfil de expresion del genammapleto de las CMMs de
artrosis, se seleccionaron 8 pacientes con artdesiodilla del Hospital Clinico
San Carlos de Madrid, a los que se les iba a peactina artroplastia total de
rodilla en el Servicio de Traumatologia y Cirugidapédica de dicho Hospital.

e Para el estudio de los SNP d&DL10A1(n=190), se seleccionaron pacientes del
area de salud 7 de Madrid que acudieron a las ltaasde Reumatologia y

Traumatologia y Cirugia Ortopédica del Hospitah€lh San Carlos de Madrid

 Para el estudio de los niveles séricos de IGF1 Y SNl IGF1 (n=594), se
utilizaron 2 cohortes diferentes con el fin de @wuwsr una poblacion de estudio
representativa del territorio espafiol. La primevharte (cohorte 1) fue la misma
cohorte usada para los SNPG@BL10A1(n=210) y la segunda cohorte (cohorte 2)
(n=384) fue obtenida del Hospital Universitario de Coruiia, donde se
seleccionaron pacientes con artrosis que acudi@mmio a consulta ordinaria de
Reumatologia 0 a causa de una operacion de reeanp#o articular de cadera o

rodilla.

El estudio estaba aprobado por el Comité EticaHtelpital Clinico San Carlos de
Madrid. Todos los pacientes incluidos facilitaron sonsentimiento informado
previamente a su ingreso en el estudio. Asi misaaomprobd mediante la historia
clinica que ningun paciente con artrosis presentattecedentes de ninguna otra

enfermedad musculoesquelética.

2.2. Sujetos control

Los sujetos control no refirieron ningun antecedemepisodio clinico relacionado
con enfermedades musculoesqueléticas. Se incluyemorste grupo pacientes con
fractura subcapital originada por traumastismatéugouesto que este tipo de fractura
no es el mas tipico de la osteoporosis. Para cdrapta ausencia de osteoporosis en los
pacientes seleccionados, se realiz6 una densiiem@&ea (DMO). Los pacientes
incluidos tenian un valor de DMO > -2,5, indicandasencia de osteoporosis

densitométrica. Al igual que en caso de los paegeattrosicos, el nUmero de sujetos
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sanos incluidos en los diferentes objetivos estlodiaen este proyecto, vario

dependiendo del tamafio muestral requerido estzatistinte para cada uno de ellos.

» Para el andlisis del genoma completo de las CMMartesis, se seleccionaron 8
pacientes con fractura subcapital de cadera depitd#<Clinico San Carlos de
Madrid, a los cuales, se les iba a practicar utr@m@astia total de cadera en el

Servicio de Traumatologia y Cirugia Ortopédica idba Hospital.

» Para el estudio de los SNP d&DL10A1(n=836), el estudio de los niveles séricos
de IGF1 y SNP delGF1 (n=897), se seleccionaron pacientes con fractura
subcapital de cadera del area de salud 7 de Mgdedacudieron al Servicio de
Urgencias del Hospital Clinico San Carlos de Madrigoluntarios sanos de la

plantilla del propio Hospital.

Todos los sujetos control incluidos, dieron su eatimiento informado

previamente a su ingreso en el estudio.

2.3. Datos epidemiolégicos

Se recogieron datos epidemioldgicos de los padeatidsicos incluidos en los
diferentes estudios: sexo, edad, grado de artr(d@$inido mediante la escala
radioldgica de Kellgren-Lawrence (KEY), historia de cirugias de reemplazamiento
articular por artrosis y articulacion/es afectages la patologia. No presentaban

patologia concomitante autoinmune ni musculoestjoalé

En el caso de los sujetos control, los datos queacmgieron fueron: edad y sexo.

No presentaban patologia concomitante autoinmuneisculoesquelética.
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3. Obtencion de las CMMs de MO

3.1. Obtencion de MO

Los aspirados de MO se obtuvieron del canal femodal plato tibial de los sujetos
de estudio en el momento en que se les practicabaciwugia de reemplazamiento

articular.

3.2. Aislamiento de las CMMs de MO

Para el aislamiento de las CMMs de MO se sigusigeliente protocolo: la MO se
diluyé con 20 ml de medio de expansion de CMMs (QKEM (low-glucose
Dulbecco’s modified Eagle’s mediumGibco Invitrogen Paisely, Reino Unigo
suplementado con 10% de suero fetal bovino (FB§ma-Aldrich, St. Louis, MO,
Estados Unidgs 2 mM de L-glutamina Sigma-Aldrich y antibiéticos (0,02% de
estreptomicina y 0,06% de penicilin&igma-Aldrich y se centrifugd a 380x g durante
5 minutos para sedimentar las células. Se resugpehdoton celular en 5 mL de LG-
DMEM (Gibco) y se depositaron sobre un gradiente de PerSmh{a-Aldrich al 70%
con cloruro sodico (NaCl)Sfgma-Aldrich y tampén fosfato salino (PBSSigma-
Aldrich), que se centrifugd a 500x g durante 15 minutasfréccién de células de baja
densidad se recogid, se lavo con LG-DMEMIikco y se distribuyd en placas de
cultivo (100 mm de diametro) para su separaciopctigh basada en la adherencia
celular. Las CMMs se cultivaron en medio de expangle CMMs a 37 °C en una
atmosfera hiumeda con 95% aire y 5%,CQOada 3-4 dias se cambié el medio de
expansion de CMMs. Cuando las CMMs llegaron al 8%6de confluencia, se
despegaron con 0,25% tripsina/acido etilendiamiredeético (EDTA) Ionza,
Verviers, Bélgicadurante 5 minutos a 37°C. En este punto, lasaseie subcultivaron
en proporcién 1:2 hasta alcanzar el pase adecuado.
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3.3. Caracterizacion de las CMMs de MO

3.3.1. Citometria de flujo

Para caracterizar a las células segun los difeyeattigenos de superficie que
presentaban, las CMMs subconfluentes en paseevaetaron de las placas de cultivo,
se lavaron dos veces con PBS a 240x g durante @Otosiy se incubaron con los
anticuerpos: anti CD73-aloficocianina (AP®jltenyi Biotec., Alemanja anti CD90-
ficoeritrina (PE; Miltenyi), anti CD105-APC Biolegend, San Diego, CA, Estados
Unidog, anti CD166-PE Beckman Coulter, Woerden, Paises Bpjgsanti CD45-
aloficocianina, cianina 5 (PC5Beckman Coultgr durante 30 minutos a 4°C.
Transcurrido este tiempo y para eliminar el exassanticuerpo, las células se lavaron
dos veces con PBS durante 10 minutos, se centrdfuga 240x g y se fijaron con
paraformaldehido 0,1 %. Las células se analizarorelecitometro de flujo Gallios

(Beckman Coultgrcon su correspondiente software, AS07036.

3.3.2. Ensayos de diferenciacion a linajes mesodérmicos

Las CMMs en pase 6, cultivadas en monocapa, corOe80% de confluencia, se
incubaron durante 21 dias, en tres medios de didexeion diferentes, adipogénico,
condrogénico y osteogénico, para evaluar la mu#ipoalidad de originar diferentes
linajes mesodérmicos. En todos los casos, las Chlifdsenciadas se observaron en un
microscopio optico (LEICA DMI 4000 B;eicaMicrosystemsGmbH,Alemania.

3.3.2.1. Ensayos de diferenciacion osteogénica

Las CMMs se cultivaron en medio basal de diferemnéraosteogénica de CMMs
humanas suplementado con 30mg/mL de gentamibtloar(on, Madrid, Espafay el
kit de suplementos osteogénicos SingleQuotk®hZa) que contenia dexametasona, L-
glutamina, acido ascorbico, penicilina, estreptamaicp-glicerolfosfato y factores de
crecimiento para el crecimiento de CMMs (MCGS)ntgldio se renovo cada 3-4 dias
durante 21 dias. A los 21 dias de diferenciac@mgcElulas se tifieron con rojo alizarina

S (Sigma-Aldrich para observar la matriz mineralizada que se Habi@ado.
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3.3.2.2. Ensayos de diferenciacion condrogénica

Las CMMs se cultivaron en medio basal de diferamém condrogénica
suplementado con el kit de suplementos condrogéniingleQuots™ Llonza) que
contenia dexametasona, acido ascorbico, el suptemesulina-transferrina-selenio
(ITS) en PBS, 30 mg/mL de gentamicina, dggmL de anfotericina, piruvato sodico,
prolina y L-glutamina. El medio se cambié cada @@s durante 21 dias, afiadiéndose
10 ng/ml TGB3 (Lonza)en cada cambio. A los 21 dias de diferenciaciG¢édulas se
tineron con azul de toluidinegSigma-Aldrich para observar los proteoglicanos de la

matriz extracelular formada.

3.3.2.3. Ensayos de diferenciacion adipogénica

Las CMMs se cultivaron en medio de induccién depegiénesis L(onzg
suplementado con el kit de suplementos adipogéniingleQuots™ l(onzg, que
contenia insulina recombinante humana, L-glutamiMdCGS, dexametasona,
indometacina, 3-isobutil-1-metilxantina (IBMX), 30g/mL de gentamicina y Lg/mL
de anfotericina-B) y en medio de mantenimiento dipagénesis (suplementado con el
kit de suplementos adipogénicos SingleQuotsl'®ngg, que contenia insulina
recombinante humana, L-glutamina, MCGS, 30 mg/migelgtamicina y 1pmg/mL de
anfotericina) durante tres ciclos. El medio se dandada 3-4 dias durante 21 dias,
alternando siempre entre el medio de induccion dipogénesis y el medio de
mantenimiento de adipogénesis. A los 21 dias d@atitiacion, las células se tifieron
con Oil red O $igma-Aldrich para observar las vacuolas lipidicas formadaslen

interior de las células
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4. Preparacion de las esferas de alginato

Se prepard una soluciéon con CMMs de MO en pase &uero fisiologico a una
concentracion de 4 millones CMMs/mL. Esta solu@émmezclo con 1,2% de alginato
de baja viscosidadKgltone LV; Kelco, Surrey, Reino Unjdpreviamente disuelto en
suero fisioldgico. La mezcla total se vertié gotimpoon una aguja de 23" de calibre en
tampodn cloruro de calcio (Cafrll02 mM, manteniendo un ritmo regular de gotas vy |
misma altura desde la aguja a la superficie depemPara evitar la adhesion entre las
esferas de alginato que se iban formado, el retpique contenia el tampén CaCl
102M se agitdé suavemente a intervalos regularespi#s de 10 minutos, las esferas de
alginato se lavaron 2 veces con suero fisiologicmg vez con medio de expansion de
CMMs.

5. Ensayos de inmunomodulacion

Las CMMs, embebidas en alginato o cultivadas enacapa, se precondicionaron
durante 48 horas en LG-DMEMs5{bco) suplementado con 2% FBSigma-Aldrich,
0,02% de estreptomicin&igma-Aldrich y 0,06% de penicilinaSjgma-Aldricl), para
homogeneizar el estado metabdlico de las célutzgeRormente, se incubaron durante
24 horas medio de expansion de CMMs o en medimfmaiatorio (que consistio en
medio de expansion de CMMs suplementado con 50 IngfiNy y 50 ng/mL TN
(ambos de PeproTech, Londres, Reino Uhidmara activar sus propiedades

inmunomoduladoras.

Para evaluar si las propiedades inmunomoduladogasasi CMMs podian ser
activadas en cultivos celulares a largo plazo, CMafsbebidas en alginato se
cultivaron durante 30 dias en medio de expansioGM#&ls. Después del periodo de
cultivo, se incubaron durante 24 horas en mediexgmnsion de CMMs o en medio

proinflamatorio.

Las placas que contuvieron las CMMs incluidas eginato, se cubrieron con

agarosa al 3% para evitar el trasvase celulargiorento fuera de la bola de alginato.
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6. Ensayo de supervivencia celular en alginato medida en
cantidad de ADN

La supervivencia celular en las esferas de algimatdida en cantidad de ADN
(ug), se evaluo a diferentes tiempos: 0, 7, 14, 3Q gias. Triplicados de cada punto de
tiempo se digirieron durante una noche a 56°C ampoén papaina (200 pg/mL papaina
(Sigma-Aldrich, 50 mM EDTA Sigma-Aldrich y 5mM I-cisteina hidroclorhidrico
(Sigma-Aldrich. Se afiadié bromuro de etidio a la mezcla de réacta cantidad de
ADN se midi6 fluorimétricamente en un lectévallac 1420 VICTOR™ (Perkin-
Elmer, Wellesley, MA midiendo la extinciéon a 340 nm y la emision & 58n. Se

utilizé como estandar ADN de timo de terrt&fd

7. Obtencion de las muestras de sangre y suero

7.1. Extraccion de sangre

La toma de sangre se realizé por el sistema deo Wdatutainer (BD,Becton-
Dickinson Biosciences, San Jose, C3¢ extrajeron dos tubos por paciente: un tubo de
10 mL con EDTA (BD 367525Becton-Dickinso)) que se utilizé para la extraccion
posterior de ADN, y un tubo seco de 7 mL (BD 3676&cton-Dickinso)) para la

obtencién de suero.

7.2. Obtencion de suero

Para la obtencion del suero, el tubo seco, se inaeitre 20-30 minutos a
temperatura ambiente para favorecer la coagulacioas este tiempo, el tubo se
centrifugd 1500x g durante 10 minutos a 4°C y seg® el sobrenadante (suero). Las

alicuotas de suero se guardaron a -80°C hastasu us
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8. Extraccion de ARN y transcripcion inversa (RT)

8.1. Extraccion de ARN

El ARN total fue extraido de las CMMs de MO, u@liio el kit QlAamp RNA Kit
(Qiagen Germantown, MPTodas las células, en pase 3, estaban conserva8®Ca
en RNAlatef™ (Qiagen para estabilizar el ARN celular y evitar su degeion. Para
extraer el ARN total, se centrifugaron a 12000xugadte 5 minutos, se recogio el
precipitado celular y se afiadi6 tampon RLT supléadn con 10ul/mL de B-
mercaptoetanol Sigma-Aldrich), centrifugdndose esta mezcla en una columna
QlAshredder Qiagen para lisar las células. Al volumen eluido sefiadid un volumen
igual de etanol al 70% y se centrifugd en una colurde centrifugacion RNeasy a
10000x g durante 1 minuto. En este caso, el volurekndo fue descartado,
recuperando la fraccidbn de muestra retenida emllamma, que contenia el ARN. El
ARN se lavo con el tampén RW1. Se incubé con DNagdiluida previamente en
tampon RDD) durante 15 minutos a temperatura artéieyi se hicieron lavados
progresivos con RW1 y RPE a 10000x g durante LitoirEl ARN total se eluy6 en 60
ul de agua libre de ARNasa a 12000x g durante 1 tmiguse cuantific6 usando el
espectrofotometro NanoDrop ND10@0anoDrop technologies, Inc., Wilmington, DE

8.2. RT de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

El ADNc se obtuvo usando el Kit Transcriptor fisstand cDNA synthesis (Roche
Diagnostics, S.L. Barcelona. Espafi&reviamente a la RT, se digirieron las muestras
con ADNasa libre de ARNas&igma-Aldrich, St. Louis, MO, Estados Unigdsrante
15 minutos a 70°C para eliminar cualquier contamidrapor ADN. EI RNA se mezclo
con 60uM de hexameros al azar y agua libre de ARNasas genwizandose. Se le
afadié la solucidn de reaccion, que consistié mpéa de reaccidn a una concentracion
de 8 mM MgCI2, 20U de inhibidor de ARNasas, 1 md/Indezcla de desoxinucledtidos
y 10 U de transcriptasa inversa. La reaccion des®ihcubo 10 minutos a 25°C, 1 hora
a 50°C y 5 minutos a 85°C para inactivar la reamcci@omo control negativo de la
reaccion se prepar6 un tubo siguiendo el protoanterior excepto que se afiadié agua
libre de ARNasas en lugar de la enzima de trangénipinversa. Se afadié agua libre
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de ARNasas para obtener la concentracion de ADNcuadla y se guardo a -80°C

hasta su uso.

9. Aislamiento de ADN

El ADN se extrajo de la sangre de los pacientesl€ohortes 1 y 2, asi como de
sujetos sanos, usando columnas Qia@&@agen)de acuerdo a las instrucciones del
fabricante. Se mezclo la sangre recogida con Qiageteasa en proporcion 10:1. Se
afadio un volumen de tampoén AL igual al volumersdegre utilizado y se incubé a
56°C durante 22 minutos. Tras este tiempo, se af@aldi mezcla un volumen de etanol
100%, la solucion resultante se centrifugd en urlancna QIAmp DNA a 8000x g
durante 1 minuto. EI ADN retenido en la columna,lag progresivamente con los
tampones AW1 y AW2 para conseguir un rendimienteste acido nucleico mas puro.
Finalmente el ADN se eluy6 en 3Q de tampon AE durante 1 minuto a 12000x g y se
cuantifico espectrofometricamente (NanoDrop ND1098noDrop technologies, Inc.,
Wilmington, DB

10. DNA microarray

10.1. Hibridacion

Se extrajo el ARN de las CMMs en pase 3 tal comiodiea en el apartado 8.1. Se
usé el Protocolo One-color Microarray basado erAmdlisis de Expresion génica
(Agilent Technologies, Palo Alto, CA, Estados Unidpara amplificar y marcar el
ARN. 1 pg del ARN total se transcribio reversamerae el primer del promotor T7 y
la transcriptasa inversa del virus de la leucemiama de Moloney (MMLV). El ADNc
se transform6 en ARN antisentido (ARNa) usandoRiNApolimerasa T7, que es capaz
de amplificar su diana e incorporar el marcaje idaiga 3 (Cy3) y cianina 5 (Cy5)
simultdneamente. Las muestras que contenianfj6de ARNa marcado con Cy3 y
Cy5, se hibridaron en el chip de microarrayAgilevithole Human Genome
MicroarrayKit 4 x 44K (G4112FAgilentTechnologies que contenia 41.000 transcritos
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y genes unicos para humanos, durante 17 horas@ Y390 rpm, en un horno de
hibridacién Agilent (G2545AAgilent Technologigscon el tampon de hibridacion HI-
RPM (AgilentTechnologiels Los arrays se lavaron y secaron por centrifuigaci

10.2. Obtencion de datos

Los arrays se escanearon con una resolucion da Be resolucion en el escaner
Agilent DNA MicroarrayG2565BA Agilent Technologigs usando las posiciones

definidas por defecto en el formato 4 x 44K deyara

10.3. Andlisis de datos e imdgenes

Estos datos se analizaron en R (R Development Geam) usando paquetes del
proyecto Bioconductor Agi4x44PreProcdédsasi como rutinas de R escritas por el
usuario. Las opciones de Agi4x44PreProcess quefsealon fueron MeanSignal y
BGMedianSignal como sefia principal y seial de fonelspectivamente. Los datos
de fondo se corrigieron y normalizaron entre arnagando los métodos medio y
cuantiles. Primero se uso el método medio, quenarigna sefial de fondo positiva
corregida al extraer la sefial de fondo de la spfiatipal. Después se utilizo el
método de los cantiles para normalizar los dato® emray8*® **! Se afiadié una
contante igual a 50 a las intensidades antes dmapl logaritmo de transformacién
para atenuar los log ratios a cero en las intedsglanas bajas y asi reducir la

variabilidad de estas sefnales.

Para los andlisis de imagen y la obtencion de detaso el software de andlisis
de imagenAgilent Feature Extraccignversion 9.1.3.1 (AFE). Este programa
identifica cada sonda con las diferentes propiesl@gecuantificacion de la sefal.
Las sondas pueden caracterizarse mediante filtlatsis control, datos fuera del
rango dindmico del escaner o valores extremos.ij8eclf rango dinamico del
escaner en 3 y se procedid con los siguientegdiltsefiales indistinguibles de
fondo, sefiales encontradas y sefiales no satulRakscada uno de los filtros, se
demandd que las sondas tuvieran al mend5% de sus réplicas en una condicion

experimental con un dato de cuantificacion, ya egte indicaba que se encontraba
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en el rango dinamico. Por cada réplica a travétode el juego de muestras, se
descartaron las sondas que tuvieran mas del 258agdegplicas en al menos una
condicion experimental con un filtro que indicadores fuera de rango. Por otro
lado, este tipo de chips, contienen un juego ddaooontrol que se replican hasta
10 veces sobre el chip, permitiendo medir la repetdlidad del chip en términos
de coeficiente de variacion. Agi4x44PreProcess,stieg la mediana de las

intensidades de todos los juegos de sondas repficad

11. Genotipado de SNPs mediante sondas Tagman

La mezcla para laPCR se preparo con dos sondaderoergarias a cada alelo del
polimorfismo en estudio; estas sondas estaban dascan su extremo 5 con
fluoréforos distintos. En el extremo 3’ llevabanaumolécula uenchey que absorbia
la energia emitida por el fluoréforo gracias a endimeno de resonancia. La sonda se
unia a su amplicéon correspondiente y durante k& dasanillamiento era degradada por
la ADN polimerasa gracias a su actividad 5 exoeasd, lo que daba lugar a la
liberacion del fluorocromo. Para la deteccion defllmrescencia se usé el equipo
7900HT Fast Real-Time polymerase chain reactiotesyfApplied Biosystems, Foster
City, CA, Estados Unidysusandose la opcion de “marcado agresivo” erofvare

Haploview con un umbral de r2 de 0,8 y una frecigeminima del alelo menor de 0,1.

11.1. COL10A1

Se seleccionaron tres SNPs para cubrir la mayd@bibdad de una region cercana
al gen (localizado en la regidbn 6g22.1 del cromasomn que se extiende
aproximadamente 7kb) de 17 kb. Los SNPs (rs4945681,965969, rs1931897) se
genotiparon por un ensayo comerchapplied BiosystemsSe mezclaron 5 ng de ADN
con 2ul de TagMan Universal PCR mastermix para cada enestbs SNPs, y se sigui6
el siguiente programa en el termociclador: un pascal de 10 minutos a 92°C,
seguido de 45 ciclos de 15 segundos a 92°C y 1 toiau57°C. Todos los
polimorfismos se ajustaron a las proporciones dedyd#/einberg en la muestra

control.
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11.2. IGF1

Se selecciond el SNP rs35767, localizado en ladne@Rg23.2, debido a que se
encuentra en el mismo bloque de desequilibriogiariento con un polimorfismo en el
promotor del gen déGF1 de 192 pares de bases (pb) con secuencias rep€ifila
involucrado en la variacion de niveles de expresiéricos de IGE¥Y. El SNP
rs35767 puede actuar como un marcador del polismdide 192 pb que se encuentra
en un microsatélite y que por tanto es mas ditleilestudiar técnicamente. Para el
genotipado de este SNP se sigui6 el mismo procedimigue para €OL10A1(punto
11.1), pero en este caso se uso la mezcla de deatagMan Universal PCR mastermix
(Applied Biosystemgpara este SNP.

12. PCR cuantitativa a tiempo real del ADNc

12.1. RT-PCR(COL10A1

Se realiz6 una PCR cuantitativa a tiempo real @8L10A1con Tagman Gene
Expression Assay ID Hs0016665&pplied Biosystemsen el equipo Mastercycler®
PCR Cycler Eppendorf, AG, Hamburg, AlemaiiaLos resultados de la expresion
transcripcional delCOL10Al se normalizaron usando el geBufogentec, Liege,
Bélgicg dep-actina ACTB). Para la cuantificacion relativa final de la eeién, a cada
muestra de ARN se le asigné un vaik@t, Ct (paraCOL10A) menos CtACTB. Se
normalizaron los resultados de acuerdo a muesgadRN estandar, extraidas del
mismo numero de individuos sanos y ensayadas extefmarA estos controles se les
asigno un ratio de normalizacion (NR) de 1, y el #ikRcada muestra experimental fue
calculado de la formula: NRexp=2ACt, donde AACt fue ACt experimental menos
ACt estandar. Se Estados Unidosron controles “No paFa asegurar la ausencia de

trazas de DNA gendmico.
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12.2. Estudio de inmunomodulacion

En este caso el andlisis se realiz6 con el terdaolic ABI7000 Applied
Biosystems)La cuantificacion relativa final se calculé deni&sma manera que para el
COL10Al(apartado 12.1de materiales y métodos) Los valdee€t se normalizaron
teniendo en cuenta la media de Ct de tres genesitativos (BKI): gliceraldehido-3-
fosfato deshidrogenas&APDH, Eurogentec, Liege, Bélgikala ubiquitina C (UBC;
Eurogentel y la hipoxantina fosforibosiltransferasdRRT, Eurogentel Los genes
seleccionados fuerontL6 (Eurogentey, inhibidor tisular de metaloproteinasas 1
(TIMPZ1; Eurogentec, Liege, Bélgitay TIMP2 (Eurogentec, Liege, BélgitaVEGF
(Eurogentec, Liege, BélgiralGF51 (Eurogente e IDO (en la que se usé el ensayo
bajo demanda Hs00158027.m¥pplied Biosystems, Capelle a/d 1Jssel, PaisesdBajo

Tabla Il. Secuencias de los primer usados

GAPDH ATGGGGAAGGTGAAGGTCG TAAAAGCAGCCCTGGTGACC
UBC ATTTGGGTCGCGGTTCTTG TGCCTTGACATTCTCGATGGT
HPRT TATGGACAGGACTGAACGTCTTG CACACAGAGGGCTACAATGTG
IL6 TCGAGCCCACCGGGAACGAA GCAGGGAAGGCAGCAGGCAA
TIMP1 TGCCGCATCGCCGAGAT ATGGTGGGTTCTCTGGTG
TIMP2 ATGGTGGGTTCTCTGGTG CGGTACCACGCACAGGA
VEGF GAGTGCCCACTGAGG GCCTCGGCTTGTCAC

TGFp1 GTGACAGCAGGGATAACACACTG CATGAATGGTGGCCAGGTC

13. Ensayo de inmunabsorcion ligado a enzimas (ELISA)

13.1.  ELISA de IGF1

Los niveles de IGF1 se cuantificaron en suerosaigeptes artrosicos y sueros de
pacientes con fractura subcapital con el Kit RagBate ELISA para IGF1 humano
(RayBiotech IncNorcross, GA, Estados Unido$ara liberar el IGF1 de sus proteinas
de unién el suero tuvo que pretratarse antes degeo al ensayo de ELISA. 30 de

suero se mezclaron mediante vortex con IR@e una solucion de etanol acido y se
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incubd 30 minutos a temperatura ambiente en agita8le centrifugd 5 minutos a 5000
g. 100uL de sobrenadante se mezclaron con gD0de tampon Tris (pH=7,6) y se
afadieron a 300uL del diluyente A RayBiotech consiguiendo una mezcla
homogénea. Se procedio inmediatamente al ensalbI@A: Se afiadieron 100L del
estandar o la muestra a cada pocillo y se incubante 2,5 horas a temperatura
ambiente. La reaccion se mezclé conilOfe biotina y se incubd 1 hora a temperatura
ambiente. Se afadieron 100 de solucién de streptavidina y se incub6 45 nus
temperatura ambiente. 1Q. de TMB One-Step Substrate ReageRayBiotech se
diluyeron en la reaccion, que se incubd 30 minattsmperatura ambiente. Finalmente
se afadieron 5QL de Solucion Stop RayBiotech La densidad éptica se midio
espectrofotométricamente a 450 nm y 550 nm (Biadtheter Plus spectrophotometer;

Eppendor).

13.2. ELISAdellL6y TIMP2

Los niveles de IL6 y TIMP2 se midieron en medioscditivo de CMMs cultivadas
en medio de expansion de CMMs o medio proinflanatmrediante un Kit de ELISA
para IL6 o el Kit de ELISA para TIMP2 (ambos B&D systems, Abingdon, Reino
Unido). Ambos factores se corrigieron por la cantidadléeo TIMP2 en los medios de
cultivo control. Se afiadieron 1Q@ de tampon RD1IWR&D) a 50uL de muestra o
estandar. Se incubo 2 horas a temperatura amlaeragitacion. Se lavo cada pocillo 4
veces con tampodn de lavado. Se afadioi208e solucion conjugada de TIMP2 o IL6
y se incubd 2 horas a temperatura ambiente ercamiteSe lavo 4 veces con tampon de
lavado y se afiadio 2QQ de solucién de sustrato, protegiendo la reacd@®fa luz.

Finalmente se incub6 20 minutos a temperatura artéi®ara finalizar la reaccion
se afladié 5QL de la solucion StopR&D) y se cuantifico la placa a 450 nm - 540 nm

en los 30 minutos siguientes a la finalizacionededayo.

14. Ensayo de cuantificacion de IDO

La actividad enzimatica de IDO se midi6 en el soAnglante de los medios de
cultivo de las CMMs como los niveles de su metabpokinenurina. 100L al 30% de

acido tricloroacéticogigma-Aldrich, se diluyeron 206L de sobrenadante procedente
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de medios de cultivo de CMMs, y se incubaron a 5@%Cante 30 minutos. Se
centrifugaron a 10000 x g durante 5 minutos y sediéfial sobrenadante un volumen
igual de reactivo de Ehrlich (100 mg P-dimetilbddehido y 5 mL de acido acético
glacial; Sigma-Aldrich. La densidad 6ptica se mididé espectrofotométraram a 490

nm en un BioPhotometer Plus spectrophotom&ppendorf).

15. Analisis estadistico

Se utilizo el programa informatico GraphPad Prisersidon 5.0 $an Diego, CA,
Estados Unidgspara la estadistica descriptiva general y phemnélisis comparativo
de los datos obtenidos en este trabajo, asi com@gtama informatico SPSS Version
17.0.2; PSS Inc., Chicago, Estados Unidgsara los andlisis de regresion logistica

binaria, Los valores con una p menor de 0,05 ssideraron significativos.

Las distribuciones genotipicas y alélicas de losgmies y controles se analizaron
mediante el test de chi-cuadrado o el test exaet&isher cuando fue necesario. Las
asociaciones se estimaron mediante odds ratio ¢ORunN intervalo de confianza (CI)
del 95%. En los casos necesarios y para ajusteieeto de los alelos analizados, se
realizd un analisis de regresion logistica binarsgndo el test de bondad de ajuste de
Hosmer-Lemeshow test con el estadistico de Wald.

Con el fin de organizar en rangos los genes da gedjo genico, se procesaron los
datos obtenidos como variables ordinales usandeselt de Student. En el caso de
variables con una distribucion de datos gausianatibzd el test t de Student. En el
caso de las variables sin una distribucion de dgaosiana, se utilizo el test de Mann
Whitney y en aquellas variables con mas de dosogrde estudio, se eligio el test de
ANOVA (Univariate Analysis of Variance) con la ceccion de Tukey para analizar los

datos.
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1. Caracterizacion de los sujetos de estudio

Las caracteristicas de los 596 pacientes artrogictiss 897 sujetos control se
muestran en la tabla |. Para los andlisis postsioftranscriptbmica, SNPs,
inmunomodulacion) se escogieron muestras repraésastade los grupos de estudio
analizados en cada caso. Las fracturas subcapitidadas en los analisis de

transcriptomica de las CMMs se utilizaron comagraontrol de artrosis.

En el analisis de los sujetos de estudio, se erconie el grupo de sujetos control
era mas joven que el de pacientes artrosicos § temimayor nimero de pacientes de
sexo masculino. Por otro lado, ambos grupos de epgs artrésicos,
independientemente de su procedencia, presentabdenicias similares, por lo que los

resultados posteriores se muestran como un conjiendmbos grupos.

En una caracterizacion mas detallada de los pasieamtirésicos, se observaron
diferencias dependientes del sexo. El porcentajhodebres artrésicos que se habian
sometido a una cirugia de reemplazamiento artictdato de rodilla como de cadera,
era mas elevado que el porcentaje de mujeres iagsdson protesis articular. Sin
embargo no se encontraron registros de cirugiaseel®plazamiento articuar en el
subgrupo artrésico de sexo masculino, cuando amfigsilaciones estaban afectadas
por la patologia. No obstante, este incrementoidgyias en pacientes artrésicos de
sexo masculino, fue consistente con el aumentgraelo radiolégico de artrosis segun

la escala radiolégica de KL en este subgrupo delest

Por ultimo, para cuantificar la discapacidad pressan por los pacientes artrésicos
se utilizaron tres cuestionarios de evaluacionnéice de artritis de las Universidades
Western Ontario y McMaster (WOMAC), el indice algoéional de LEQUESNE v el
cuestionario de evaluacion de la salud (HAQ). M&nigue los datos obtenidos de la
escala de WOMAC fueron independientes del sexoodephcientes, el indice de
LEQUESNE vy el cuestionario HAQ fueron dependiertek sexo de los pacientes y
registraron valores mas elevados en el subgrupgatgentes artrésicos de sexo

femenino.
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Tabla Ill. Caracteristicas de los pacientes de ditu

Sujetos (n) 596 385 211 897
Mujeres, n (%) 424 (71.1p59 (67.3) 165 (78.2)] 518 (58)
Edad en el momento de obtencién de la 69.9 i
muestra, afios (media + SD) (9.0) 68.3 (9.4)) 72.6 (7.5)| 43.8 (171
Rodilla 392 (43.7) 236 (26.3) 155 (17.3) _
Articulacion artrésica, n (%) | Cadera 157 (17.50119 (13.3) 38 (4.2) _
Ambas 45 (5.0)| 28 (3.1 17 (1.9 _
Rodilla 131 (22.0) 100 (26.0) 31 (14.7) _
Cirugia de reemplazamiento 4
articular, n (%) Cadera 133 (22.30118 (30.6) 15 (7.1) _
Ambas 18 (3.0) 2 (0.5) 4(1.9)
I 8 (1.3) 0 (0.0) 8(3.8) _
Il 68 (11.4)| 29(7.5)| 39(185 _
Escala KL, n (%)
11 131 (22.0)| 55 (14.3)| 76 (36.0) _
v 344 (57.7), 283 (73.5) 61 (28.9) _
Dolor _ _ 7.1 (3.7) _
WOMAC, media (SD) Rigidez _ _ 2.7 (1.6) _
Funcionalidad _ _ 32.3(13.8) _
Rodilla _ _ 10.8 (4.0 _
LEQUESNE, media (SD)
Cadera _ _ 10.8 (4.1) _
HAQ, media (SD) _ _ 1.0 (0.5 _

2. Caracterizacion de las CMMs de la MO y estudio de los
marcadores de superficie.

La caracterizacion fenotipica mediante marcadores sdperficie y tincion
histoldgica, reveld que las células aisladas arpatla MO de los pacientes y crecidas
en cultivo, poseian adherencia a plastico (Figia No se apreciaron diferencias
fenotipicas entre las CMMs de pacientes artrosicéas CMMs de los sujetos con

fractura subcapital de cadera.
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Figura 10. CMMs adheridas y expandidas hasta pa:

2.1. Marcadores de superficie de las CMMs

Tras la expansion, un alto porcentaje de CMMs emaban los nrcadores de
superficie tipicos de CMMs: CD90 (88,7%), CD73 €98), CD166 (93,2%) y CD10!
(87,2%) y una minima proporcion de CD45 (3,7%), aador de célula
hematopoyéticas (Figura 1 Estos resultados indicaban un enriquecimiento eM€
de méas de u®5%, en funcion del bajo nimero de células queiposmarcaje par
CD45.
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97,8 2,0%
PE PC5

"11,7% '96,5% 3.7%

CD90-PE CD73-AP CD 45-PC5

-6,8% 93,2%
12,8 87,2%
CD166-PE CD105-APC

Figura 11. Citometria de flujo de las CMMs tras spandidas hasta pase 6. Datos expresados en
valores medios (%) de los sujetos analizados.

2.2, Ensayos de diferenciacion

Para estudiar la capacidad de diferenciacion de @8IMs a los tres linajes
(osteogénico, adipogénico, condrogénico) se tmatardas CMMs con suplementos
especificos durante 21 dias de cultivo. Como Bdiéctincion osteogénica con rojo
alizarin (Figura 12 A) se observaron depdésitos sri@n calcio. En cuanto a la
diferenciacion adipogénica (Figura 12 B) se obsdra§ la tincion con Oil red la
aparicion de vacuolas lipidicas intracelularesda$ii Finalmente en la Figura 12 C se
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muestran proteoglicanos de la matriz extraceleldidbs de color morado, indicativo

la diferenciacion condrogénic

A
200uM .

Figura 12. Ensayos de diferenciacion de las CMMgase 6 durante 21 dias (100x). A) Osteogénes

Adipogénesis. C) Condrogéne

3. Comparacion del perfil de expresion génica de las
CMMs

Para determinar si la expresion génica global deClsiMs diferia entre pacient
artrésicos y controles, se realizé un estudio coaip@ entre ambos grupos de suje
mediante un microarray de ADN. Eel analisis diferencial de la expresion,
consideraron exclusivamente aquellos genes cuyowioa en la expresion (“Fo
Change”) entre los sujetos artrésicos y contratesn estadisticamente significativo
iguales 0 mayores de dos.

De un total de 2255 transcritos analizados, 1.967 estaban exqws
diferencialmente entre las CMMs de artrosis y |&a8M3 control con un nivel d
significacion p<0,05. Entre éstos, 532 transcriggsoximadamente un 25% del total
genes analizado); Entre estos, (45%) estaban regulados y los 292 transc
restantes (55%) se encontraban regulados a l&bdgs CMMs de artrosis (Figura 1
Ademas, 40 de los transcritos regulados a la b@jh ¢e los transcritos sobreregula
mostraban diferencias en los eles de expresion mayores de 5 veces. La mayol
los genes estadisticamente significativos se aarmpa&n las categorias funcione
relativas a la transducciéon de sefales y de dédiearircluyendo la infrarregulacion e
las CMMs de origen artroside los genes codificantes de Hox- B312,-DLX2, -B4,
-C13, SIX6, y genes relacionados con estatura pequefan \ta ruta de la WNB-
catenina tales com&FRP., RUNX3 BARX homeobox 1 BARX), R-Spondina
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(RSPQ 2, RSPO3 osteopontinaSPP) y el antagonista dapper de facatenina 1
(DACTY).
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Figura 13. Expresion génica diferencial en célulaadre mesenquimales de artrosis. Variacion de la
expresion génica. El eje y representa la distribncde los niveles de expresion génica los niveles
sobreregulados e infraregulados estadisticamengamifétativos (p<0,05) en CMMs de artrosis. Por

utilidad grafica, los datos fuera de los limited dfe no estan representados.
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3.1 Analisis de GO

A pesar de los multiples filtrados previos, la aad de genes significativos
obtenidos era demasiado extensa para extrapolandartancia biologica de estas
diferencias. Para poder manejar mejor la informmace® integrar los perfiles de
expresion, realizamos una clasificacidbn basadaaeantologia génica o GO (Gene
Ontology). Su fundamento consiste en una clasificagerarquica y estructurada en
torno a tres categorias o0 anotaciones fundamentaleproceso biolégico (BP,
Biological Process), el componente celular (CC;lula Cmponent) y la funcion

molecular (MF; Molecular Function).

Esta clasificacion en anotaciones GO, se realizOmd@era no supervisada y

1231 |Los resultados

utilizando la herramienta bioinformatica GeneCod<}***
obtenidos, mostraron que 457 genes del listad@lrde 532 podian ser reagrupados en
categorias proximas, no asi los 75 de 532 restddtesvision general de los resultados
indic6 que los genes de transduccion de sefalegyéads), desarrollo (44 genes),
diferenciacion (22 genes), sefializacion célulalagli5 genes) y proliferacion celular

(14 genes) se encontraban entre las 5 anotaciooessjgondientes a procesos
bioldgicos mas enriquecidas en el andlisis difeetmntre pacientes artrdsicos y sujetos
sanos. Ademas, la clasificacion de los genes ecidarde la categoria “Componentes
Celular”, mostr6 que las anotaciones mas repredastae relacionaban con el

citoplasma, la region extracelular y las proteimasgrantes de la membrana celular.
Por dltimo, y respecto a la funcion biolégica de fgenes. se encontré que 23 de 45
genes pertenecientes al “término” sefales de tuamegth y 29 de 44 con el “término”

desarrollo, estaban drasticamente infrareguladogaerentes artrésicos. La Figura 14
muestra el nUmero de genes sobreregulados e mfitackos de cada anotacion (Figura
14 A) asi como la variacion en su expresion (FidutaB). Estos resultados sugerian
qgue la menor expresion génica en CMMs de artresisconcentraba dentro de las
categorias relativas a factores de transduccidm sedlales y moléculas involucradas en

el desarrollo.

Adicionalmente y tras un andlisis, esta vez supado, de genes “especificos” y

estadisticamente significativos, se encontré que dolagenos, pertenecientes a la
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categoria GO de componentes celulares de la regtdacelular, estaban infraregulados
en CMMs de artrosis par@OL4Al COL4A2 COL8BAL COL11Aly, en particular
COL10A1

A) B)

Nivel organismo multicelular| * * * 3 i I '-.:"..'--- ' ' 2015
Seitales de traduccion T ;‘ . V2 ),
Diferenciacion celular IR ' "e s 157

Sefial celula-célula i v ' i i ] i
Proliferacion celular UL T LI . o/
Procesos metabalicos - ". : L 103
Metabolismo de carbohidratos J u . ‘ 8
Marfogénesis ' P 33
Organizacion del citoesqueleto U . ' 41
Respuesta a estres r 20
Respuesta a estimulos extemos . , r n
Organizacion delos comp. celulares P
Crecimiento i : "
10 I5 : f.I} I I5 10 6 1|U 2|U 3‘0 4|U
Disminucion Expresion ~ Aumento Expresion Nimero de genes

Figura 14. Expresion diferencial de genes en célutedre mesenquimales de artrosis de acuerdo a las
categorias de GO. (A) El eje y representa genesvithhles clasificados de acuerdo a estrechas
categorias GO proporcionadas por el andlisis Gengi€2. El eje x representa multiple variacion en la
expresion de CMMs de artrosis comparada con sujetwdrol (p<0,05). Sdlo los genes expresados al
menos con una diferencia de dos veces su expresioéansideraron para el andlisis. Los datos fuezh d
los limites del eje no estan representados poidatll grafica. (B) El grafico de barras muestra el
namero de genes sobreregulados (barras blancagfrareguladas (barras negras) en cada categoria

representada en (A).

3.2 GSEA

Para evaluar si algun grupo o conjunto de genesfuwreiones biolégicas comunes,
definido a priori mostraba diferencias estadisticamente signifiaatiy concordantes
entre dos estados biolégicos, se realizé un GSEAI propdsito de este andlisis es
determinar si existe un enriquecimiento estadistean determinado nimero de genes
para una anotacion concreta. Para ello se compamtefa anotaciones de referencia

constituidas por genes cuya implicacion se ha ealooelaboradas en funcion de las
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evidencias experimentales, publicaciones etc. BEareto se utilizo la Gltima version de
la coleccion Biocarta.

Se encontraron sobreregulados en el grupo corirdie7los 117 conjuntos génicos
analizados, solamente el juego génico de la rutaedalizacion tirosin kinasa c-src
(CSK) mostrd un enriguecimiento significativo ergalpo control con una contribucion
de falsa coincidencia < 25% (FDR g valor < 0.25Jefas 5 cascadas de sefalizacion:
receptor del IGF1 (IGF1r), proteina de la regionrdptura (BCR), receptor manosa
fosfato (MPR), promotor de muerte asociado a BBIRL) y proteina tirosina kinasa
(PYK2) obtuvieron un valor nominal de p valor (NOMvalor) < 0,05, aunque este
valor no esta ajustado por el tamafio de cada cangdmico. Cabe destacar que las
rutas mas sobrereguladas en controles formabane paleé cascadas de
inmunomodulacion (regulacion de la activacion deliofocitos T y B), antiapoptosis o

crecimiento y desarrollo.

En la tabla IV se muestran los 20 primeros congirgénicos sobreregulados en
sujetos control segun el grado de enriquecimiewtanalizado (NES) que ajusta los
datos segun el tamafio de los conjuntos génicosgorizlacion entre los diferentes

agrupamientos de genes analizados y los datospiessdn de los sujetos de estudio.

Tabla IV. Relacién de conjuntos génicos sobreredpgaen los sujetos control segln el grado NES.

Biocarta_csk_pathway 16 -2,000 0,002 0,125
Biocarta_igflr_pathway 22 -1,690 0,031 0,628
Biocarta_bcr_pathway 29 -1,680 0,024 0,458
Biocarta_mpr_pathway 27 -1,660 0,038 0,416
Biocarta_bad_pathway 23 -1,640 0,023 0,351
Biocarta nfat_pathway 41 -1,610 0,061 0,362
Biocarta pyk2 pathway 27 -1,520 0,048 0,495
Biocarta_igflmtor_pathway 19 -1,460 0,069 0,625
Biocarta_il2_pathway 18 -1,450 0,101 0,578
Biocarta_igfl pathway 20 -1,420 0,105 0,623
Collagen 20 -1,410 0,120 0,583
Biocarta_gpcr_pathway 30 -1,400 0,107 0,565
Biocarta_fcerl pathway 33 -1,300 0,128 0,535
Biocarta_mcalpain_pathway 22 -1,340 0,154 0,648
Biocarta_pdgf pathway 30 -1,330 0,141 0,623
Biocarta_calcineurin_pathway 16 -1,320 0,167 0,624
Biocarta_eif4_pathway 22 -1,300 0,133 0,623
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Biocarta p38mapk pathway 39 -1,300 0,178 0,600
Biocarta_atlr pathway 31 -1,200 0,149 0,585
Biocarta_epo_pathway 18 -1,200 0,147 0,577

En el caso de pacientes artrésicos 42 de los Irlipagientos de genes analizados,
no alcanzaron un nivel de significacion FDR tpva 0,25 o un valor NOM p valor <
0,05. En la tabla V se muestran los 20 primerogucdos genicos que se encontraron

sobreregulados en los pacientes artrosicos ordersagdin el grado NES.

Las rutas de sefializacibn mostradas, formaban pade cascadas de

inmunomodulacion (macrofagos), apoptosis, infladaa arresto del ciclo celular.

Tabla V. Relacion de conjuntos génicos sobreregudash los pacientes artrosicos segin el grado NES.

Biocarta_cdmac_pathway 15 1,520 0,076 1,000
Biocarta_ndkdynamin_pathway 18 1,400 0,113 1,000
Biocarta_caspase_ pathway 21 1,870 0,150 1,000
Biocarta_nthi_pathway 22 1,340 0,107 1,000
Biocarta_ctcf pathway 20 1,260 0,188 1,000
Biocarta_eif pathway 16 1,200 0,253 1,000
Biocarta_hcmv_pathway 16 1,170 0,197 1,000
Biocarta_akt pathway 20 1,170 0,217 1,000
Biocarta_rela_pathway 16 1,160 0,292 1,000
Biocarta_arf pathway 16 1,100 0,337 1,000
Biocarta_nfkb_pathway 21 1,000 0,342 1,000
Biocarta_hivnef pathway 54 1,000 0,337 1,000
Biocarta_gcr_pathway 15 1,080 0,352 1,000
Biocarta_death pathway 31 1,060 0,401 1,000
Biocarta_tid_pathway 16 1,050 0,419 1,000
Biocarta_ceramide_pathway 22 1,040 0,409 1,000
Biocarta_carm_er_pathway 31 1,030 0,401 0,974
Biocarta_p53_pathway 16 1,0p0 0,411 0,975
Biocarta_ets pathway 18 1,010 0,438 0,928
Biocarta stress pathway 24 0,990 0,488 0,951

Con base a estos resultados, nos centramos ealisisade aquellos agrupamientos
de genes que se habian relacionado previamentartonis (colageno K5F1) a pesar

de que no eran los que alcanzaron el grado defisapén mas alto, o que habian
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obtenido una gran representacion en las rutas oi@ereguladas en los sujetos de

estudio como los genes relacionados con inmunoraoidu, apoptosis o inflamacion.

Con esta premisa, se realizaron otros 6 GSEAs isps¢ uno por cada
agrupamiento de genes de interés, usando todgeihes de colageno, utilizando todos
los genes relacionados con la cascada de sefi@hizd@F1 (donde habiamos
encontrado diferentes anotaciones en la tabla &dh los genes relacionados con
respuesta inmune, los genes relacionados con dapueflamatoria, los genes
relacionados con apoptosis (en concreto relaciaado la ruta de las caspasas) y con

los genes relacionados con crecimiento celular.

3.2.1 GSEA de genes de colageno

Unicamente se utilizaron los genes de colageriectielos al menos en una
condicion experimental. Los resultados mostrarom Ijl de los 20 genes de colageno
analizados estaban mas representados en el grupmlc(Figura 15) y esta ruta
alcanzaba un valor de significacion FDR q valor <50 al ser evaluada
independientemente. Los resultados indicaban uniamimblicion de la expresion
transcripcional de los genes de colageno en CMMsarti®sis; esta disminucion
también afectaba &€OL10A1 el Unico marcador molecular conocido de condoscit
hipertréficost?.
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Figura 15. Agrupamiento de genes relacionados aiageno. Mapa de puntos calientes que muestra la
agrupacion de genes que llevan la carga diferendékste juego génico. Los valores de expresi@im es
representados con colores, donde el rango de cslfgo, rosa, celeste y azul oscuro) muestra abm

de valores de expresion (alto, moderado, bajo y bajg). Los genes con valor “Si” son aquellos que
contribuyen con mas carga en cada subjuego, logisgbs de genes que contribuyen mayoritariamente

para enriquecer el resultado.

3.2.2 GSEA de genes de IGF1

Al realizar el analisis del agrupamiento de gewedéacronados con IGF1, incluyendo
a todos los genes relacionados con esta ruta adizeaion, se alcanzdé un nivel de
significacion FDR q valor < 0,25. Los datos muestgue 57 de los 73 genes
relacionados con la cascada de sefializacion IGiabass regulados al alza en CMMs
control, indicando por lo tanto, que esta rutael@alizacion estaba infraregulada en las
CMMs de artrosis (Figura 16).
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Figura 16. Agrupamiento de genes relacionado comula de sefializacion de IGF1. Mapa de puntos

calientes que muestra la agrupacién de genes gwail la carga diferencial de este juego génicos Lo
valores de expresion estan representados con lai@nde el rango de colores (rojo, rosa, celeste y
azul oscuro) muestra el rango de valores de expre@lto, moderado, bajo y muy bajo). Los genes con
valor “Si” son aquellos que contribuyen con masgaen cada subjuego, los subjuegos de genes que

contribuyen mayoritariamente para enriquecer elutedo.

3.2.3 GSEA de genes de apoptosis (ruta de las caspasas)

Se realizé un analisis mediante el GSEA de 21 gdeds ruta de apoptosis a través
de las caspasas c para determinar las difereneiasmtesion de estos genes entre los
sujetos de estudio (Figura 17). Se encontraroneh2gsobreregulados en los pacientes

artrésicos y el nivel de significacion de este oatgp géenico alcanzé6 FDR q valor

<0.25.
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Figura 17. Agrupamiento de genes relacionados quup#osis a través de la ruta de las caspasas. Mapa
de puntos calientes que muestra la agrupacion degeue llevan la carga diferencial de este juego
génico. Los valores de expresion estan represestadn colores, donde el rango de colores (rojsaro
celeste y azul oscuro) muestra el rango de valdeeexpresion (alto, moderado, bajo y muy bajo). Los
genes con valor “Si” son aquellos que contribuyem enas carga en cada subjuego, los subjuegos de

genes que contribuyen mayoritariamente para engguel resultado.

3.2.4 GSEA de genes de respuesta inflamatoria

Se estudiaron mediante GSEA 81 genes relacionaslogaspuesta inflamatoria
para evaluar las diferencias de expresion de @goes entre los sujetos de estudio
(Figura 18). Solamente se encontraron 18 geneemsguiados en los sujetos control y

el nivel de significacion de este conjunto génioaitanzé FDR g valor <0.25.
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Figura 18. Agrupamiento de genes relacionadoslagespuesta inflamatoria. Mapa de puntos calientes
que muestra la agrupacion de genes que llevan igacdiferencial de este juego génico. Los valates
expresién estan representados con colores, dondengb de colores (rojo, rosa, celeste y azul osgur
muestra el rango de valores de expresion (alto, ereb, bajo y muy bajo). Los genes con valor “Si”
son aquellos que contribuyen con mas carga en satlfuego, los subjuegos de genes que contribuyen

mayoritariamente para enriquecer el resultado.

3.2.5 GSEA de genes de respuesta inmune

Para comparar la expresion de genes relacionadosistema inmune en los sujetos
de estudio, se realiz6 un GSEA con 149 genes,sdgue solamente 30 genes mostraron
sobreregulacién en los pacientes control. El nideekignificacion FDR g valor fue >
0.25 (Figura 19).
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Figura 19. Agrupamiento de genes relacionados eorespuesta inmune. Mapa de puntos calientes que
muestra la agrupacion de genes que llevan la catif@rencial de este juego génico. Los valores de
expresién estan representados con colores, dondengb de colores (rojo, rosa, celeste y azul osgur
muestra el rango de valores de expresion (alto, erewib, bajo y muy bajo). Los genes con valor “Si”
son aquellos que contribuyen con mas carga en satifuego, los subjuegos de genes que contribuyen

mayoritariamente para enriquecer el resultado.
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3.2.6 GSEA de genes implicados en la regulacion del crecimiento
celular

Analizamos las diferencias génicas en cuanto edalacion del crecimiento celular
en entre los sujetos de estudio (Figura 20). Ladite los genes analizados estuvieron
sobreregulados en pacientes artrosicos, aunquegniicacion de este conjunto génico
no alcanzé FDR q valor <0.25.
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Figura 20. Agrupamiento de genes relacionados leoregulacion del crecimiento celular. Mapa de

puntos calientes que muestra la agrupacion de ggnedlevan la carga diferencial de este juego geni
Los valores de expresion estan representados doresp donde el rango de colores (rojo, rosa, delgs

azul oscuro) muestra el rango de valores de expre@lto, moderado, bajo y muy bajo). Los genes con
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valor “Si” son aquellos que contribuyen con masgaren cada subjuego, los subjuegos de genes que
contribuyen mayoritariamente para enriquecer elutedo.

3.3 Asociaciones genéticas encontradas con artrosis

3.3.1 Asociaciones genéticas del polimorfismo del COL10A1 con
artrosis

Para comprender mejor el papel del COL10A1 ematagenesis de la artrosis, se
estudiaron tres de los SNPs de su gen (rs49455331897 y rs11965969) en una
cohorte que incluia 191 pacientes con artrosis 3 @htroles correspondientes. Los
SNPs rs4945551 y rs1931897 no mostraron diferersstslisticamente significativas
en su distribucion genética entre pacientes corosist y controles. Sin embargo,
rs11965969 (tabla VI) mostré diferencias significas cuando se comparaban TT con
TG+GG entre pacientes con artrosis y el total derotes (OR 1,68; 95% CI 1,09 a
2,59; p=0,0013, tabla 1). Debido a que la probdddi del diagndstico de artrosis
aumenta con edad, se realizé el mismo andlisislieitao usando como grupo control
solamente a los individuos cuya edad era >45 afo$5y afios, en este caso las
diferencias significativas se mantuvieron, pero @Bs se incrementaron (TT vs
TG+GG entre pacientes con artrosis y controles dgs de 45 afios (OR 1,70, 95% CI
0,98 a 2,95; p=0,043) y entre pacientes con astrgstontroles de mas de 55 afios
(OR=2,15, 95% CI 1,09 a 4,27; p=0,0017)). Estosltados proporcionan la evidencia
de una asociacion genética entre el polimorfisrid 965969 del ge@®OL10Aly la

artrosis.
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Tabla VI. Frecuencia genotipicas y alélicas del SBIPL965969 en el gen de COL10A1 de pacientes con
artrosis y sujetos sanos. Los valores se expresanimero de sujetos (%).

Total

(n=283) 63 (22) 155 (55) 65 (23) * 281 (50) 285 (50
Control > 45 afos

(n=127) 28 (22) 71 (56) 28 (22) 127 (50 127 (50)

> 55 afos

(n=82) 15 (18) 45 (55) 22 (27)¢ 75 (46) 89 (54)
Artrosis (n = 191) 62 (32) 74 (39) 55 (29) 198 (52) 184 (48

*TT vs (TG+GG); IR 1,68 (95% CI 1,09 - 2,59); p 0,013

*TT vs (TG+GG): OR 1,70 (95% CI 0,98 - 2,95); p =,043

€ TT vs (TG + GG): OR 2,15 (95% CI 1,09 - 4,27); p ©,00017

3.3.2 Asociaciones genéticas del polimorfismo del IGF1 con artrosis

La comparacion de frecuencias alélicas del SNP7&8%lelGF1 entre pacientes
artrosicos y sujetos control se muestra en la tatlaAl comparar las frecuencias
alélicas entre los sujetos control mayores de 0% &fel grupo de artrosis estratificado
segun la articulacion afectada, observamos dife@srgignificativas Unicamente en el

grupo de artrosis de cadera (p < 0,0001).

Sin embargo, esta observacién podria estar infladacpor el género de los
pacientes ya que el porcentaje entre mujeres y tesmbra diferente segun la
articulacion afectada. En el caso de la artrosisodéla, el 76% de los pacientes eran
mujeres, mientras que en el caso de la artrosisadera, este porcentaje se reducia
hasta el 56%. Por lo tanto, se ajusto el efect@idéd G en la progresion de la artrosis
de cadera por género y edad. Después de la camecaiin existian diferencias
estadisticamente significativas en el grupo deosigrde cadera con un p valor =
0,0052, una OR = 3,1 y unos intervalos de config@dpadel 95% de 1,4 a 6,8. Estos
resultados sugieren que el riesgo de desarrolieosé& o su progresion es el resultado
de los efectos aditivos del SNP rs35767 en el @dtlly del género de los pacientes.
La graduacion radiologica KL o la incidencia deugia de reemplazamiento articular

no mostro ninguna relacion con el SNP 35767 de IGF1
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Tabla VII. Frecuencias alélicas del SNP rs 35767eéigen de IGF1 de pacientes artrésicos y sujetos
control. Los valores se expresan en numero de aaujé¥). La Odds ratio (OR), los intervalos de
confianza del 95% (95% CI) y los p valor se basadaecomparacién de las frecuencias alélicas entre
pacientes artrésicos y sujetos control. ns. = gmiicativo.

::g

Rodilla 610 78 172 22 ns

Artrosis Cadera 297 95 17 5 | 0,000017 42'31:5()2'03-
Ambas 71 79 19 21 ns

Controles > 71 afos 92 81 22 19

3.4 Validacion de los resultados obtenidos mediante GSEA

Se realiz6 una validacion de los datos mas retesag significativos que se
obtuvieron mediante el analisis GSEA.

3.4.1 Validacion de los resultados del juego génico de colageno:
COL10A1

Centramos la validacion en @0L10Alpuesto que era el gen de colageno donde se
encontrd0 mayor disminucion de expresion dentro wlgusego génico. Se confirmo la
disminucion de la expresion previamente observada andlisis del microarray con la
medida de los niveles de ARNm del COL10Al usandePRR. Se analizaron 13
pacientes con artrosis (7 diferentes a los usad@s analisis original) que tuvieron un
NR <1 comparado con 7 controles (4 fueron muesttlagonales), o que indicaba una
expresion reducida (Figura 21). No obstante, langhigcion del grado de expresion
diferenciada observada, es probablemente el rdsutta la diferencia en la sensibilidad
de los dos ensayos. Sin embargo, los resultadatax@h el uso y la reproducibilidad

del protocolo utilizado en el microarray del germotompleto.
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Figura 21. Validacion por PCR cuantitativa de lgpession de genes de colageno. ARNm del COL10A1
en pacientes con artrosis. Los resultados se eapresmo ratio de normalizacion (NR). Se asignoésa lo
controles sanos un NR = 1y todos los pacientearlesis tuvieron NRs <1. Los niveles de expresién
ARNmM del COL10A1 fueron mas bajos en todos loepses analizados de artrosis (mediana 0,10 (IQR

0,03-0,16)). Los pacientes con artrosis expresantaioto 10 veces menos ARNm del COL10AlL que los
individuos control.

3.4.2 Validacion de los resultados del juego génico de IGF1

Ya que IGF1 es una proteina abundante en suetizareas un ELISA en sueros de
los sujetos de estudio para validar los datos atiiermediante microarrayy analizados
por GSEA. Los niveles obtenidos de IGF1l en suererofu significativamente
diferentes, si se consideraba como variable el ograddioldogico KL e
independientemente del género de los sujetos @igRrA). Se selecciono el valor de
IGF1 en suero (ng/mL) del grupo KL = 0O-I de la déaaadiolégica KL como grupo
control de referencia debido a que se correspomleambios radiol6gicos inexistentes
0 minimos. Se detectd una disminucion de los névele IGF1l directamente
proporcional al aumento de puntuacion en la esealologica KL. Ademas, cuando
analizamos el grupo KL = IV, el maximo grado de bam radiolégicos relacionados
con artrosis en esta escala, se encontraron letensimas bajos de IGF1 entre todos los
pacientes analizados (p < 0,0001).
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Es interesante destacar, que independientementgrdeéd radiolégico KL que
presentaban los pacientes, los niveles mas bajdSkk se correspondieron con los
pacientes que poseian el alelo G del SNP rs357éVganIGF1 (Figura 22 B).
A B
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Figura 22. Niveles de IGF1 en suero de pacientssgjgtos control medidos mediante ELISA (ng/r3ie).
midieron espectrofotométricamente, duplicados depdéientes artrésicos y 16 sujetos control. * p <

0.05 ** p < 0.01 *** p < 0.001 comparado a el grupmntrol y KL = 0-I.

4. Aproximacion terapeutica: uso de CMMs en terapias
celulares de inmunomodulacion

Una de las caracteristicas mas conocida de las CMMEIssu capacidad
inmunosupresora. En nuestro estudio los genesoe&os con la respuesta inmune e
inflamatoria no diferian entre los grupos analizadoon la finalidad de determinar si
estas propiedades inmunomoduladoras de las CMMsasé&enian a nivel funcional, se
evaluo la expresion y secrecion de factores inmulutaolores y de crecimiento de las

CMMs de origen artrosico.

4.1. Propiedades inmunomoduladoras de Ilas CMMs
artrosicas: Expresion génica

Las propiedades inmunomoduladoras de las CMMs sica® fueron evaaluadas
cultivandolas en monocapa y en tres dimensionebgbitias en alginato. Para simular

el entorno inflamatorio los cultivos se realizarem condiciones proinflamatorias en
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presencia de TNEFe IFNy, o en ausencia de estimulo a diferentes tiempasilti€o.
Ambas condiciones de cultivo, mostraron un pat@mexpresion génica similar (Figura
23), en el que se observé una mayor expresidh@lg delDO (p<0.05) en respuesta a
TNFa e IFNy. La expresion ddIMP1 no se vio afectada por la presencia de estas
citoquinas en el medio de cultivo, en ninguna ds tondiciones estudiadas.
Adicionalmente se observé una menor expresion @Bl en ambas condiciones de
cultivo, que soélo se alcanzaron valores significeti en los cultivos de alginato
(p<0,05). En contraste la expresion génica Td®IP2 y VEGF soOlo se encontrd

infraregulada en las CMMs cultivadas en monocapg@.(b).
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Figura 23. Expresion génica de genes inmunomoduésdde las CMMs, con y sin estimulacion de las
citoquinas proinflamatorias (TNFa/IFNy), cultivades monocapa o embebidas en alginato después de 3
0 30 dias en la matriz. Los datos se expresan ehiasinedia del error estandar (SEM) de 4 pacientes

artrdsicos con duplicados o triplicados de cada ipate. Todos los datos individuales se han
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representado, excepto dos valores muy distantesedted del grupo (uno en el caso del gen de AIGfF
uno en el caso del gen de TIMP2), aunque fuerohuithas en los andlisis estadisticos. BKI: indice de
genes control, que en este caso es la media dgeoss de gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenada
(GAPDH), ubiquitina C (UBC) e hipoxantina fosforgiiransferasa (HPRT); IL6: interleucina 6; IDO:
indolemaine 2,3-dioxigenasa; T@BE factor de crecimiento transformantgl; VEGF: factor de
crecimiento vascular endotelial; TIMP1: inhibidore dmetaloproteinasas tipico de tejido 1; TIMP2:

inhibidor de metaloproteinasas tipico de tejidd p<0,05 ** p<0,01, *** p<0,001.

Para evaluar si las CMMs embebidas en alginato enéari su capacidad de
respuesta inmunosupresora después de un largal@eteocultivo, se realizo la misma
estimulacion con TNéce IFNy de las CMMs a las 24 horas de su inclusion emaigi
y tras 30 dias de cultivo en alginato. Las CMMs ebiitas en alginato durante 30 dias
respondieron al estimulo proinflamatorio de la nasmanera que habian respondido
cuando las CMMs se cultivaban en monocapa o sélmb&an mantenido durante 24
horas en esta matriz. Las CMMs tras estar 30 d@dsidas en alginato, respondieron a
la presencia de TNFe IFNy, sobreregulanddL6 y IDO (p<0.05) e infraregulando
TGFS1, TIMP1 y TIMP2(p<0.05).VEGF no sufrio alteraciones en su expresion génica
(Figura 23). La expresion deGFSlparecia ser mas alta cuando las CMMs embebidas
en alginato durante 30 dias no eran expuestasimués proinflamatorio, aunque no se

obtuvieron diferencias significativas.

4.2. Propiedades inmunomoduladoras de las CMMs de
pacientes artrosicos: Andlisis de los factores secretados

Se analiz6é la secrecion de factores inmunomodutasdoomo IL6, TIMP2 y la
actividad de IDO tras el cultivo de las CMMs enimddo usando el cultivo en
monocapa como grupo control. Las CMMs secretartos €3 factores después de 30
dias en cultivo en alginato (tabla VIII). La actiad de IDO y la secrecion de IL6 se
incrementd cuando las células se cultivaron condallfNy, en concordancia con los
andlisis de expresion génica, aunque en el cadh6deo se alcanzaron diferencias
significativas debido probablemente a la gran ‘wdidad entre los pacientes
analizados. La secrecion de TIMP2 no se alteroieguna de las condiciones tras

exponer las células a condiciones proinflamatorias.
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Tabla VIII. Factores secretados por las CMMs caltlas en monocapa o embebidas en alginato durante
3 6 30 dias. Secrecion de IL6 (pg/mL) y TIMP2 (hg/medida en el medio de cultivo mediante ELISA
junto con la actividad enzimatica de IDO medida ez$pfotometricamente mediante los niveles de
kinerunina (ng/mL). Los datos se expresan en med&d de 3 pacientes artrésicos con replicados por

cada paciente. * p<0.05 ** p<0.01 comparando medan o sin estimulo de citoquinas proinflamatorias

TNFa/IFNy. u.d = inferior al limite de deteccion.

IL6 pg/mL 5495 + 1650 +
553 53594 + 3335 * 1271 36044 + 23304 u.d. 4148 + 2439
TIMP2
26181 + 15541 + 9483 +
pg/mL 5099 27750 + 3917 8027 15291 + 7669 6913 8635 + 5518
Kinurenina
(IDO
1430 +
- 440 + 158 13069 + 1012 **|690 + 631 11531 + 102 * 7661 + 1548 *
activity) 1430
ng/mL

Debido a que los niveles de factores secretadasrfuaferiores tras 30 dias de
cultivo en alginato, se evallo si esto era debido afecto sobre la supervivencia de las
CMMs provocado por su inclusion en alginato. Estaliacion se llevd a cabo
mediante la medida del contenido de ADN en el wltle alginato, realizada a
diferentes tiempos después de la inclusion. Logltestos obtenidos mostraron que el
contenido de ADN disminuia tras la inclusion deCAdMs en alginato (p<0.001), hasta
llegar aproximadamente al 40% del contenido de Abiblal a los 30 dias de cultivo
(Figura 24). Aparentemente las células restantesofucapaces de secretar factores
inmunomoduladores después del estimulo proinflaneatie TNFe/IFNy.
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Figura 24. Contenido de ADN de las CMMs artrésieashebidas en alginato durante 30 dias de cultivo.
Los datos estan expresados en medias + SEM deuldiicados o triplicados de 3 pacientes en cada
tiempo. *** p<0.001 en comparacién con t=0.

4.3. Capacidad de diferenciacion de las CMMs artrosicas
embebidas en alginato

Para determinar el efecto que ejercia una inclusialginato sobre las propiedades
de diferenciacion de las CMMs, se procedié a ldusx@an de las CMMs de la matriz
transcurridos 3 6 30 dias de cultivo en ella yesdizaron ensayos de diferenciacion
adipogénica y osteogénica utilizando como grupotrobdas CMMs cultivadas en
monocapa (datos no mostrados). El resultado fudagu€EMMs liberadas del alginato,
eran capaces de diferenciarse adipogénica y ostieaggente, aunque en menor

medida que las CMMs cultivadas en monocapa dugdmesmo periodo.
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El objetivo principal de este estudio era determlaaadecuacion o no del uso de
CMMs de origen artrdsico en terapias celulareslagad o alogénicas en el caso de
artrosis. Las CMMs se han utilizado como agentespéiticos en varios modelos de
lesiones tisulares en experimentacion arfffth®l. Su caracterizacion es imprescindible
para asegurar el éxito de los tratamientos basedasl uso. En este estudio, hemos
testado positivamente la capacidad de proliferaciénlas CMMs, expandiendo las
CMMs hasta un pase 6 de cultivo y que la capacuadliferenciacion hacia los
distintos  linajes mesodérmicos como condrocitadiparitos y osteoblastos se
conservaba. Ademas, verificado que estas célutaseptaban los marcadores
caracteristicos de las CMMs tales como CD90, CICTR05 y CD166. Aunque no se
encontraron diferencias significativas entre paegmrtrésicos y sujetos sanos en este
aspecto, la ausencia de capacidad de regenerasidar ten las articulaciones de los
pacientes artrésicos que podria estar en el propgen de la patologia o en su
agravamiento, hace pensar que al menos parcialneergafermedad depende de la

incapacidad intrinseca de las CMMs para reparar

El abordaje de esta hipotesis se realiz6 analizéagldiferencias transcripcionales,
a nivel del genoma completo, entre las CMMs deep#es con artrosis y sujetos
control. Se encontré que en efecto existian difgasrentre ambos grupos, de modo que
1.967 genes estaban expresados diferencialment@aiar proporcion de estos genes
estaban regulados a la baja en las CMMs proceddatks donantes con artrosis. Una
vez agrupados en categorias funcionales se obgae/én general pertenecian a genes
implicados en las funciones de transduccion delegfia desarrollo y la diferenciacion
celular; todas ellas esenciales para la correctaidn de las células pluripotenciales.
Este resultado es indicativo de la existencia de mayor limitacion funcional de las
CMMs de origen artrésico, que probablemente inaie una peor generacion de
aquellos linajes involucrados en el mantenimiento ld homeostasis del tejido

musculoesquelético.

Profundizando en el analisis, hemos demostrado lggeCMMs de artrosis
presentaban una menor expresion de genes relao®rad su capacidad regenerativa,

entre ellos elCOL10Ale IGF1. Ademas, se encontraron asociaciones geneéticas entr
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algunos SNPs de estos genes y la artrosis, al memdas poblaciones espafiolas
estudiadas. El rs11965969 en el cas&C @ 10Aly rs35767 en el caso déF1 en la
poblacién espafiola.

Si bien una de las funciones mas exploradas ectlalalad, por su futura utilidad,
es la capacidad inmunomoduladora de las CMMs, estrauestudio no se encontraron
diferencias significativas, entre ambos gruposstedio analizados, que revelasen una
diferente expresién de genes relacionados conpsfaedad de las CMMs. Con la
finalidad de asegurarnos de que esto era en rdabdd se realizd un estudio
complementario para estudiar funcionalmente lapipdades inmunomoduladoras de
las CMMs de pacientes artrdsicos, observandos&sfas conservaban la capacidad de
respuesta a factores proinflamatorios, incluso wEsple varias semanas de cultivo
vitro, embebidas en una matriz de alginato. Estos eskdtson indicadores de que las
expectativas de utilizacion de las CMMs en enfeaded con un componente
inflamatorio, en nuestro caso la artrosis, esligetie ser tratado con CMMs autodlogas

en lo referente a su potencial inmunomodulador.

Analizando los resultados pormenorizadamente elleasg que se siguio fue el

siguiente:

Ademas de una menor expresion de genes implicadlda domeostasis de los
tejidos articulares, las CMMs de artrosis tambiéwstraron una menor expresion de
genes codificantes de proteinas estructurales ylaggras. Entre estas, la SPP1, una
glicoproteina secretada que une componentes estles de la ECM involucrada en la
regulacion de la mineralizacion del hueso. SPP&, sguexpresa tempranamente en la
diferenciacion de células mesenquimales, esta danhdi en la migracion celular asi
como en la osteogénd$fd. También estaba menos expresado el §ERP2 que
codifica para una de las proteinas de SFRPs yemda negativamente la ruta de la
WNT®?1 Esta ruta incluye factores de sefializacion oegulan procesos del
desarrollo criticos para la organizacion del ptacrecimiento, la definicion del limite
del cartilago y la osificacion endocondf&l. Ademas, se ha descrito que ciertas
proteinas de la WNT inhiben la condrogér&sisadipogénest&? y tienen un efecto
dual en la osteogénesidl. La sefializacion WNPBLcatenina regula estrictamente la
maduracién y funcion del fenotipo condrocitico, ideba la unién de Frizzled y SFRPs
con el receptor de la LDEY. y el hecho de la disminucién de expresionStRP2
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probablemente impide a las CMMs de artrosis coraplat proceso de diferenciacion
terminal para proporcionar otros linajes musculaektticos. Esta ruta por lo tanto tiene
un papel fundamental en la funcién del cartilag@waar, el hueso subcondral, y por
extension en la correcta formacion de las estrastarticulares que en caso de ser

defectiva puede estar en el origen de la patoggdedh artrosig*?

RUNX3 era otro de los genes que mostraba una menoeseépr La proteina que
codifica este gen forma un complejo ternario cop-tatenina y atenda asi, la sefial de
activacion de la WNT. Los 3 miembros de la famiRAUNX poseen funciones
especificas durante la condrogén&$isy forman parte de las cascadas de sefializacion
mediadas por TGFy proteinas morfogenéticas de hu&éb PrincipalmenteRUNX1
esta involucrado en la hematopoyeBEINX2tiene varios papeles en la osteogénesis y
RUNX3 media la maduracién condrocitiéd. En concreto, RUNX3 regula
negativamente @®sterix un factor de trascripcion necesario para la geeesis. La
sobreexpresion dBRUNX3también conlleva el aumento de la expresion degrittas
que podrian contribuir potencialmente a un realeamide la migracion celul&. Por
tanto, la disminucion de la expresion &UJNX3 observada en nuestro estudio,
probablemente contribuye en el desequilibrio eristeentre la diferenciacion

condrogénica y osteogénica.

Otros genes relacionados también con la ruta Wé&Na los genesBARX1, RSPO2,
RSPO3 y DACTInostraban igualmente una menor expresion en CMartiosis.
BARX1es un atenuador la sefializacion del receptor detdade WNT, y esencial para
la proliferacion celular, la agregacion y la corsmion de condrocitifd”. RSPO2 y
RSPO3son miembros de la familia de proteinas secret®IS8RO, y han sido
relacionados con el desarrollo en vertebrados, eloactian como ligandos de
Frizzled*® y LRP6 (receptor relacionado con receptor deD#)l. promocionando asf
la activacion de la sefializacion de WNT 3% DACT1 pertenece a la familia de
proteinas Frodo/dapper la cual contiene adaptadtmesefializacion que interactdan y

regulan la WNT vy otras rutas de sefializacion derahtlesarrollo y el cané¥f’.

Con el objetivo de profundizar en las diferendi@sscripcionales encontradas
entre las CMMs de artrosis y sujetos sanos anatigdos datos obtenidos mediante un
analisis GSEA. Tras el estudio, la informacién gb&uvimos consistié en una relacién

de los agrupamientos de genes que se encontratzareprasentados en cada condicion
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de estudio, el valor estadistico de este enriquenimy la informacion de los genes de

cada juego génico que contribuian en mayor medatadzs diferencias.

En relacion con los resultados anteriores en lasgviEMontrol se encontraron
enriguecidos juegos génicos relacionados con creatmy desarrollo. Una diferencia
destacable cuando analizamos los juegos génica@pienidos en cada tipo de sujeto es
que entre los subjuegos génicos enriquecidos erCMBIs control se encontraban
genes relacionados con rutas antiapoptoticas meque en CMMs de artrosis, varios

subjuegos enriguecidos pertenecian a rutas deagi®pt

Para comprobar este dato, se realiz6 un GSEA éxalds genes relacionados con
cascadas de apoptosis a través de la ruta deslpasess (que a priori, parecia ser la mas
alterada), y se encontré un enriquecimiento de edta en CMMs artrésicas. Para
determinar si la proliferacién celular también batalterada a nivel génico, se realizo
un GSEA de genes relacionados con el crecimientbacepero este analisis concluy6
que no existia ninguna diferencia entre las CMMsgstes dos grupos de sujetos. Estos
datos indican una alteracion a nivel génico deClisBVis de sujetos artrésicos en genes
relacionados con diferenciacion y desarrollo asi@aoina tendencia mas elevada hacia
la apoptosis celular, lo que podria repercutir anresultado menos satisfactorio en
terapias celulares donde se usaran estas célilasmBargo no se anotaron diferencias
significativas entre los controles y los sujetos eotrosis en genes relacionados con
inmunomodulacion o inflamacién. Esto indicaria giidas CMMs de artrosis fueran
usadas en terapias celulares donde el objetivouam funicamente la regeneracion
tisular sino el uso de estas células como agentasriomoduladores, las CMMs de

artrosis podrian dar, probablemente, un resultawites a las CMMs de sujetos control.

Dentro de los genes implicados erdekarrollo tisular que se vieron alterados en
las CMMs de artrosis se encuentran la familia deegede colageno y la ruta de

sefalizacion IGF1.

Los colagenos y proteoglicanos, son dos de los oapries principales de la ECM.
Los colagenos I, IX y XI son sintetizados mayai@eente en reposo, por condrocitos
proliferativos 0 maduros, donde los condrocitostigficos sintetizan el colageno X
antes de que la mineralizacion de la ECM ocurrani@ortancia de los colagenos en la

formacion de la matriz se ha observado en variaplatiias esqueléticds!. En
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humanos la deficiencia del colageno X se observa enndrodisplasia metafisiaria de
Schmid.

En este estudio se describe por primera vez laeexis de una asociacion entre el
gen COL10A1 y la susceptibilidad a artrosis. Una disminucido defecto en la
produccion de colageno X, que se ha observado estnouestudio, podria ser
hipotéticamente responsable (al menos en parteynde alteracion y/o formacién
inestable del hueso subcondral. El hueso subcomdoglorciona el soporte para el
cartilago articular y una dafiada ECM, y por tantede también afectar a la
conformacion de la articulacién, induciendo la defacion del cartilago articular y de

la superficie del hueso y creando areas bajo tersicel cartilago circundante.

De los tres SNPs estudiados en el @gL10A] solo el genotipo TT del SNP
rs11965969 se encontré asociado con susceptibilidad a &trbas mutaciones en el
g1 142] y

seria posible que debido a la presencia de estecBMBN en este gen, aparezca una

gen COL10Alse han descrito en la condrodisplasia metafis@gis&schmi

enfermedad menos severa pero mas prevalente col@amosis.

El otro componente del desarrollo tisular es la dé sefializacion d&F1 que esta
implicada criticamente en la regulacion de la fanda de cartilago y hueso. IGF1, es
un andlogo estructural y funcional de la insulinee goromociona la proliferacion y
diferenciacion de los condrocitos mientras inhibegoptosi$*® 144 La importancia de
IGF1 en artrosis ha sido revisada multiples vecesstudios enfocados a discernir la
relacion entre los cambios radioldgicos relaciosazhn artrosis y genotipos especificos
de IGF1** 1%®! se han identificado varios polimorfisnt85*®! en el genGF1 (mapa
de localizacion 12g22-g24.1) y en el extremo 5aleshion promotora que se extiende
hasta 1.630 bp anteriores al lugar de inicio deaascripcion del exon™°*%¥ Se ha
demostrado una relacién entre artrosis y los SIERsel estudio Artrosis y Estilo de
Vida (GARTROSISL), se intent6 replicar los hallaggpublicados sobréGF1 que
tenian una asociacion genética con la artrosis gxaenind el papel de la variaciéon
genética de este gen entre otros genes asociddoar@osis. La conclusion final del
estudio era la falta de replicaciéon entre todosHabazgos publicados debido a las
probables diferencias en el disefio de los estud®dps fenotipos analizados, de las
poblaciones examinadas o los falsos positivos tigtes en las fases iniciales. En el
caso delGF1, solamente el SNP rs2195239 pudo ser asociadaucocaumento del
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riesgo de sufrir artrosis de cadera pero la evidede esta asociacion se redujo al

limitar el analisis con sujetos control sin signagiograficos de artrosts*.

Por otra parte, el polimorfimo d&F1 mas estudiado es -841 CA-repetida/192 bp
(polimorfimo alélico de 192 bp), que esta localizash la region promotora. Se ha
asociado este conocido polimorfimo a un menor tantEinacimiento, estatura baja en
adultos, aumento del riesgo de enfermedad cardiolasy diabetes mellitus y bajos
niveles de IGF1 circulante® % Sin embargo los datos publicados son
contradictorios. Por ejemplo, en referencia a lo®les de IGF1, en un estudio de
Canzian y col, no se mostroé ninguna correlaciotosmiveles plasmaticos de IGF1 y
este polimorfismo en mujeres caucastédsaunque Palles y col., sefialaron el impacto
de este polimorfimo en niveles de IGF1 circulargealizados en mujeres de mediana
edad*®?. El polimorfimo alélico de 192 bp y el polimorfisnanalizado en este estudio,
el SNP G1245A (rs35767gstan localizados en el mismo bloque de desedquilde
ligamiento. Desde el punto de vista técnico, eligistde dicho polimorfismo como
marcador alélico de 192 bp es mas sencillo y sesitecmenos cantidad de material
genético (HapMap, http://www.hapmap.dtg)) 13

El estudio llevado a cabo en este trabajo es ehgoa en el que demuestra la
relacion entre los niveles séricos de IGF1, elgoede desarrollo o severidad de la
artrosis de cadera y el SNP rs357671G&1 en poblacion espafiola. Es un punto
destacable, que todos los pacientes analizadosterestudios, estaban caracterizados
complemente con la escala radioldgica KL y los ineléces de severidad de la artrosis y
funcionalidad: WOMAC, LEQUESNE y HAQ.

Sin embargo, como se indica anteriormente, existé@raversia acerca de esta

asociacion. En estudios de cohortes multiétnicadlo@io y col.l®4

y Cheng y
col*®! no encontraron ninguna asociacién entre este BNReles plasmaticos de
IGF1, mientras que los autores Patel y"®l.indicaron que existia una asociacién
entre rs35767 y niveles circulantes de IGF1 en rmagjeaucasicas. Ademas, en este
trabajo, hemos encontrado una correlacion entrenivsles séricos de IGFl y la
severidad de la artrosis evaluada mediante el giatlolégico KL. Denko y col. junto
con McAlindon y cof!®*"® observaron bajos niveles séricos de IGF1 en pasien
artrosicos pero no encontraron asociaciones ne eggtos niveles y la incidencia o

progresion de la artrosis, ni entre los nivelesceérde IGF1 y cualquier forma de
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artrosis. A pesar de estos resultados, en otradiestse ha descrito una asociacion leve
entre los niveles de IGF1 y la artrosis en intariges distales y artrosis de rodilla

bilateral*"?!.

Otro abordaje con la finalidad de analizar el pesilso de estas células en terapia
celular fue el estudio de las propiedades denergeion tisular en pacientes artrosicos.
Nuestros resultados indicaron que estas célulagienan intactas sus propiedades

inmunomoduladoras.

Mediante el estudio de la expresion y secreciofad®res inmunmoduladores y de
crecimiento, se estudié la capacidad de inmunonagcdin de las CMMs Para una
aplicacion clinica aceptable, consideramos queClddls deberian poder modular la
inflamacion o respuesta inmune al menos duranteassasemanas y por lo tanto,
mantenerse viables, para garantizar la mejora gattdogia. Sin embargo, se sabe que
la administracion sistémica de las CMMs se caraetgror una muerte temprana de las
células introducidas o por un bajo porcentaje deila® que alcanzan la diana
terapéutica para la que fueron introduciddd. Para reducir el porcentaje de muerte
celular y dirigir lo maximo posible las CMMs hada diana terapéutica concreta, en
este caso la articulacion de la rodilla y la cadeecidimos usar un vehiculo de
liberacién para las CMMs. Elegimos embeber las CMigsartrosis en alginato, que es
un polimero natural, muy util para encapsular eéluebido a su biocompatibilidad y
su estabilidadn vivd*"**" Las ventajas de usar una matriz de alginato sereg una
forma facil de prevenir el estrés mecanico, de thigm la influencia negativa del
ambiente de la lesidn, es sencilla de manipulanteoducir cerca de la lesion y
proporciona una forma facil de localizar las c&itaroducida$’ Para asemejarse al
entorno encontrado en una articulacion artrésidadianos factores proinflamatorios

con el fin de activar las propiedades inmunomoduieglide las CMMs.

Los resultados obtenidos demostraron que las CMidlsebidas en alginato son
capaces de sobreregular la expresionDde e IL6 después de ser estimuladas por un
tratamiento proinflamatorio a base de {Fdhd TNF.. De esta manera se confirman los
estudios previos de CMMs cultivadas en monoé¢&pa™ 1"® Estos datos abren la
posibilidad a la creacién de un sistema de durgaiétongado de liberacion de factores

inmunomoduladores basado en la encapsulacién de am\lginato.

99



Discusion

La capacidad inmunomoduladora demostrada en esiesianconcuerda con las
observaciones en otros estudidé*’® que demostraron que la inmunosupresién de las
CMMs mediada por IDO tenia un efecto positivo ennuodelo de encefalomielitis
experimental autoinmune (EAE). Por otra parte,Ll& tiene efectos contrapuestos:
ejerce un papel antiinflamatorio, controlando léeagion de la inflamacion agutfd
181 'y por el contrario en modelos de artritis experitales como la artritis inducida por
colageno, o enfermedades inflamatorias cronicamtcolitis murina o la EAE*?'su
funcion parece tener efectos proinflamatorié). EI mantenimiento de la expresién
génica deTIMP1 y TIMP2 observada, también podria actuar localmente ylaeda
desestructuracion de la ECM inducida por MK En contraste con otros estudios, en
nuestro estudio hemos observado una menor expregaita deVEGF tras el
tratamiento con IFN y TNFu, disminucion que correlacionaba con una menior
expresion deTGFf1. En el campo de la inmunomodulaciomMGFs1 ha sido
ampliamente asociado con la supresién del mecanisniomunovigilancig® #'y su
incremento de expresion prolongado conlleva a ewara hiperplasia en la epidermis
y/o en la mucosa ofdi®*% | os niveles de VEGF se pueden correlacionar osn |
procesos de angiogénesis, necesarios en los psodesoeparacion tisular, pero el
incremento de VEGF puede conducir a inflamdti®n En conjunto, estos datos
apoyan la idea de que las CMMs mantienen su caguhcoe secretar factores
moduladores de la respuesta inmune tras ser edadpsien una matriz de alginato y

cultivadas hasta 30 dias después.

No obstante, el estudio presenta varias limitagonél grupo control era
significativamente mas joven que el grupo de paegartrésicos, aunque el modelo fue
ajustado por esta variable. Sin embargo y aungsieslgetos control no presentaban
ningun tipo de enfermedad musculoesquelética emarhento de la extraccion de
sangre, es probable que algunos de ellos desarraiteosis en el futuro. El grupo
control también presentaban un mayor porcentajehaiabres, lo cual puede ser
importante debido que existen varias asociaciongs el rs35767 dE5F1 y niveles de
IGF1 en sujetos de sexo femenino. Aln asi, se wi®eT las mismas tendencias en
hombres y mujeres y se ajustd el resultado poraldable sexo. Otros factores de
confusién como el indice de masa corporal (BMIsaduvieron en cuenta en el analisis

debido a su falta de disponibilidad.
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En referencia al estudio de las propiedades inmodatadoras de las CMMs de
artrosis, a pesar de que las CMMs mantienen syseggi@des inmunomoduladoras a lo
largo de los 30 dias de cultivo en alginato, makdeitad de las CMMs murieron a lo
largo del experimento y las restantes, mostraran disminucion en su capacidad de
diferenciacion osteogénica y adipogénica. Esto®sdabn discordantes con otros
estudios. Estas diferencias pueden deberse al¢imbginato usado. En nuestro estudio,
la encapsulacién de las CMMs se realizd en algimkgtobaja viscosidad al 1,2%,
solidificado gota a gota en tampdon CgQGlsando una aguja de calibre 23G. Este
método ya se habia utilizado satisfactoriamentausstro laboratorio con la finalidad
de diferenciar condrogenicamente las CMMs o paltéavau condrocitos y obtener una
matriz de cartilagt’®**® Otros estudios han mostrado una viabilidad maytms 21
dias de cultivo en algindt3" asi como un incremento de los marcadores ostemmgni
osteocalcina y ostemodulina, y del adipogénico RPA****°! En estos estudios se
utilizé alginato modificado covalentemente con epdptido arginina-glicina-acido
aspartico (RGD). El alginato RGD mejora la adhei@eelulal*®®, lo cual, parece ser
crucial para la supervivencia de las CMMs cuando van a diferenciarse
condrogenciamente. En nuestro estudio, las céll@ervivientes, presentaron una
reducida capacidad de diferenciacion osteogéniadigogénica. En la mayor parte de
los experimentos, las células no lograron adhedrée placa después de su paso por

alginato y no se pudo realizar con éxito la fasditegenciacion celular.

Finalmente, como conclusién cabe destacar quemosdstllazgos proporcionan un
conjunto de datos de referencia relacionados coaidnes esenciales para la biologia
normal de las CMMs, que aparecen alterados enseti®asados en la funcion de las
proteinas codificadas por estos genes, nuestrodta@ss sugieren una disminucion
general de los potenciales de diferenciacion yrre@geion en pacientes con artrosis.

Los resultados mostrados en este trabajo indicanlagi cambios biolégicos que
tienen lugar en la artrosis podrian relacionaréenenos de forma parcial con los
defectos de formacién de la ECM y del hueso sub@bndna estructura esencial para

el mantenimiento de la estabilidad articular.

Teniendo en cuenta que la artrosis es una enfedhgenerativa de la articulacion
caracterizada por una degradacion del cartilagoutat, la inflamacién sinovial y la
esclerosis 6sea y que carece de un tratamient@dteesu aparicion o progresion, su
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diagndstico y tratamiento en las fases mas temgrdeala patologia es vital para
retrasar o evitar su desarrollo. En este contéaschallazgos encontrados en los niveles
séricos de IGF1 junto con los datos del SNP asocia35767, pueden suponer
parametros importantes a la hora del diagnosticptano de la enfermedad. Ademas

este marcador puede a su vez ser un factor dis@dar de las artrosis de rodilla o

cadera.

No obstante, basdndonos solamente en el analigiétige de datos, es dificil
evaluar si los cambios observados estan preseesés @l inicio o son consecuencia del

mismo proceso patogénico. Por tanto es necesamaavahdacion futura de estos

resultados.

Respecto a la aplicacion clinica de las CMMs tasotrasplantes autdlogos o
alogénicos, el uso de matrices como la aqui utitizde alginato puede ser muy Uutil.
Este tipo de matriz puede utilizarse de forma seguefectiva para introducir CMMs
de manera percutart®4 'y actuar como un sistema de liberacién de factdees

secrecion durante semanas 0 meses sin riesggadn celular a tejidos adyacentes.
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7. Los resultados obtenidos mediante un analisis deroarray del genoma
completo de CMMs de sujetos artrosicos muestranagiibnes en el perfil de
expresion geénica de las CMMs de pacientes artr&sgro comparacion con

CMMs de sujetos control.

8. Los genes que principalmente se encontraron ifubmdos en CMMs de
artrosis pertenecian a categorias funcionalesioeladas con el desarrollo y la
diferenciacion celular, como €IOL10Ale IGF1, mientras que los genes que se
encontraron sobreregulados en CMMs de artrosishastaelacionados con

apoptosis celular.

9. Los datos indican la existencia de una asociaciénética entre el SNP
rs11965969 en el gen de COL10A1 en pacientes ms

10.Este estudio sugiere una relacion entre los nivadeisos de IGF1, el riesgo de
desarrollo o severidad de la artrosis de cadezh SNP rs35767 d&5F1 en

poblacion espafiola.

11.No se encontraron diferencias entre las caradtagstnmunomoduladoras de

las CMMs de pacientes de artrosis y las CMMs detssijcontrol.

12.Las CMMs de pacientes artrgsicos, tras un peric8adias en una matriz de
alginato, mantienen la expresion de genes reladms con la capacidad

inmunomoduladora.
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