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DESCRIPCION
Fragmento de Nkx3.2 y composicién farmacéutica que lo comprende como ingrediente activo
Campo técnico

La presente invencidn se refiere a una composicién farmacéutica que comprende un fragmento de Nkx3.2 (o un virus
recombinante que comprende su polinucleétido de codificacién) como ingrediente activo para su uso en el tratamiento
o la prevencién de la artritis.

Antecedentes de la técnica

La artritis degenerativa, que es una de las artritis que se produce con mayor frecuencia, es una enfermedad en la que
los cambios degenerativos dafian los tejidos del cartilago que protegen una articulacién, los huesos y los ligamentos
que forman una articulacién, y similares, con el resultado de inflamacién y dolor. Convencionalmente, el tratamiento
de la artritis degenerativa se ha llevado a cabo principalmente a través del control de la inflamacién. Sin embargo, se
ha comprobado que el control de inflamacién no puede ser una técnica terapéutica fundamental.

Por tanto, para tratar la causa de la artritis degenerativa, se requiere la identificacién de una diana que regule los
procesos, tales como la generacidn, diferenciacién, muerte y calcificacién, de los condrocitos y el desarrollo de
procedimientos para controlar la diana.

Entre tanto, se ha demostrado que la Nkx3.2 sobreexpresada (NK3 caja homeética 2) suprime la pérdida de tejido de
cartilago causada por la artritis degenerativa, y asi la proteina puede usarse para el tratamiento de la artritis
degenerativa. A este respecto, la patente coreana n°® 10-1150900 describe una composicién para tratar la artritis, un
kit de diagnéstico de artritis 0 un procedimiento de cribado de un agente terapéutico para la artritis usando la proteina
Nkx3.2. El documento WO2011/093647 también se refiere a una composicién para la prevencién o el tratamiento de
la artritis usando la proteina Nkx3.2.

Ademas, se ha demostrado que la degradacién de la proteina Nkx3.2 es promovida por la sefializacién Indian
Hedgehog (lhh), que se activa durante el proceso de hipertrofia y calcificacién de los condrocitos, y este fenémeno
esta mediado por una enzima proteolitica, Siah1. Ademas, se ha demostrado que la sefializacién Indian Hedgehog
aumenta con el desarrollo de la artritis degenerativa acompafiada por calcificacién de condrocitos, y el control de la
sefializacién Indian Hedgehog suprime la progresién de la artritis degenerativa en modelos animales.

Descripcion detallada de la invencién
Problema técnico

Los autores de la presente invencidn llevaron a cabo estudios para desarrollar terapias para la artritis degenerativa
usando variantes de Nkx3.2 que pueden funcionar de manera eficaz en el entorno patolégico de la artritis degenerativa.
En consecuencia, los autores de la presente invencidn produjeron fragmentos de Nkx3.2 que son resistentes a la
protedlisis inducida por Siah1. Los autores de la presente invencién también identificaron que los fragmentos de Nkx3.2
antes mencionados pueden inducir activacién de NF-kB en el nivel comparable a la Nkx3.2 de longitud completa.
Ademas, los autores de la presente invencién encontraron que los fragmentos de Nkx3.2 muestran una eficacia
terapéutica notablemente mejorada contra la artritis degenerativa en comparacién con la Nkx3.2 de longitud completa.

Solucién al problema

Para alcanzar los objetos anteriores, la presente invencidén proporciona una composicion farmacéutica para su uso en
la prevencién o el tratamiento de la artritis que comprende, como ingrediente activo, un polipéptido que consiste en la
secuencia de aminoéacidos de SEQ ID NO: 9, 10, 12, 13, 14, 17, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27 0 28.

La presente invenciéon también proporciona una composicién farmacéutica para su uso en la prevencién o el
tratamiento de la artritis que comprende, como ingrediente activo, un virus recombinante que comprende un
polinucleétido que codifica un polipéptido que consiste en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 9, 10, 12, 13,
14, 17, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27 0 28 y es capaz de expresar dicho polipéptido.

En un aspecto preferido, el virus es cualquiera seleccionado de entre el grupo que consiste en un adenovirus, un virus
adenoasociado (AAV), un retrovirus, un lentivirus, un virus del herpes simple y un virus vaccinia.

En un aspecto preferido adicional la artritis es cualquiera seleccionada de entre el grupo que consiste en artrosis,
artritis reumatoide, artritis degenerativa, artritis gotosa artritis juvenil, artritis reactiva y combinaciones de las mismas.

En un aspecto aun mas preferido la composicién se administrara a un sujeto que la necesita por administracién
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intraarticular.
Efectos ventajosos de la invencion

Los fragmentos de Nkx3.2 para su uso segun la presente invencién tienen la funcién de activar NF-kB en el nivel
comparable a la Nkx3.2 de longitud completa y son resistentes a la protedlisis mediada por Siah1. Ademas, los
fragmentos de Nkx3.2 mencionados anteriormente muestran efectos terapéuticos mejorados contra la artritis
degenerativa en comparacién con la Nkx3.2 de longitud completa en la evaluacion de la eficacia in vivo basada en
modelos animales. Asi, los fragmentos de Nkx3.2 pueden usarse de manera eficaz para la prevencién o el tratamiento
de la artritis.

Breve descripcién de los dibujos

La FIG. 1 es una ilustracién fotografica que muestra la resistencia de los fragmentos de Nkx3.2 contra la protedlisis
mediada por Siah1.

La FIG. 2 es una ilustracién fotogréafica que muestra la unién de los fragmentos de Nkx3.2 a IkBa.
La FIG. 3 es una ilustracién fotogréfica que muestra la induccién de degradacién de IkBa por fragmentos de Nkx3.2.
La FIG. 4 es un grafico que muestra la activacién de la actividad transcripcional de NF-kB por fragmentos de Nkx3.2.

La FIG. 5 es un diagrama esquemético que representa el mecanismo molecular que subyace al proceso de activacién
de NF-kB inducido por Nkx3.2.

La FIG. 6 es un diagrama esquematico para el procedimiento de experimentos con animales para la evaluacion del
efecto terapéutico de los fragmentos de Nkx3.2 usando un modelo animal con induccién de artritis degenerativa.

La FIG. 7 es una ilustracion fotogréfica que muestra la evaluacion histopatolégica de la eficacia terapéutica contra la
artritis degenerativa de Nkx3.2 o fragmentos de Nkx3.2 expresados en las areas afectadas.

La FIG. 8 es un grafico que muestra la gravedad de la artritis degenerativa en una escala de 0 a 5 basada en la
evaluacién cuantitativa de datos generales obtenidos a través de anélisis histolégico.

Mejor modo de llevar a cabo la invencién
A continuacién se describira en detalle la presente invencién.

Los autores de la presente invencién produjeron fragmentos de Nkx3.2, y encontraron que los fragmentos no son
degradados por Siah1 (FIG. 1). Los autores de la invencién también encontraron que los fragmentos de Nkx3.2
proporcionados en la presente memoria descriptiva inducen la degradacién de IKBa a través de la unién a IkBa (FIG.
2 y 3) e inducen la activacién transcripcional de NF-kB (FIG. 4). Ademas, los autores de la presente invencion
encontraron que cuando el virus adenoasociado que incluye el polinucleétido que codifica el fragmento de Nkx3.2 se
administra a ratones con induccién de artritis degenerativa, el tejido de cartilago dafiado se restaura (FIG. 7 y 8). Por
tanto, los fragmentos de Nkx3.2 de la presente invencién pueden usarse de manera eficaz para la prevencién o el
tratamiento de la artritis. La presente invencién proporciona una composicién farmacéutica para su uso en la
prevencién o el tratamiento de la artritis, que comprende, como ingrediente activo, un polipéptido que consiste en la
secuencia de aminoéacidos de SEQ ID NO: 9, 10, 12, 13, 14, 17, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27 0 28.

En algunos de los fragmentos de Nkx3.2 descritos anteriormente, el polipéptido puede representarse por la Féormula
(I) siguiente:

somdivio 08 wdension sn of exthemu Medominic cantral:dorinio Ge edension on e extramn

(h,

En la Férmula (I) anterior, el dominio central es un polipéptido que comprende la secuencia de aminoéacidos de SEQ
ID NO: 1; el dominio de extension en el extremo N es un polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 35 en el que los aminoacidos 1 a 53 pueden someterse consecutivamente a delecién desde el extremo
N a la direccién en el extremo C, empezando desde el aminoécido en la posicién 1 de SEQ ID NO: 35; y el dominio
de extension en el extremo C es un polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 5 en la
que los aminoacidos 1 a 23 pueden someterse consecutivamente a delecién desde el extremo C a la direccién en el
extremo N, empezando desde el aminoacido en la posiciéon 24 de SEQ ID NO: 5.

El dominio central es un polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos desde la posicién 166 a la posicién
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309 de la proteina Nkx3.2 de longitud completa. El dominio de extensién en el extremo N es un dominio unido al
extremo N del dominio central mencionado anteriormente, y es un polipéptido que comprende la secuencia de
aminoécidos desde la posicidbn 112 a la posicién 165 de la proteina Nkx3.2 de longitud completa. EI dominio de
extensién en el extremo C es un dominio unido a un extremo C del dominio central mencionado anteriormente, y es
un polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos desde la posicién 310 a la posiciéon 333 de la proteina
Nkx3.2 de longitud completa.

Alternativamente algunos de los fragmentos de Nkx3.2 descritos anteriormente pueden representarse por la siguiente
Férmula (I1):

(In),

En la Férmula (I1) anterior, el dominio central es un polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO: 37,

el dominio de extension en el extremo N es un polipéptido que comprende la secuencia de aminoéacidos de SEQ ID
NO: 39 en el que los aminoacidos 1 a 41 pueden someterse consecutivamente a delecién desde el extremo N a la
direccién en el extremo C, empezando desde el aminoacido en la posicién 1 de SEQ ID NO: 39; y

el dominio de extension en el extremo C es un polipéptido que comprende la secuencia de aminoéacidos de SEQ ID
NO: 41 en la que los aminoacidos 1 a 15 pueden someterse consecutivamente a delecién desde el extremo C a la
direccién en el extremo N, empezando desde el aminoacido en la posicién 16 de SEQ ID NO: 41.

El dominio central es un polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos desde la posicién 154 a la posicién
317 de la proteina Nkx3.2 de longitud completa. El dominio de extensién en el extremo N es un dominio unido al
extremo N del dominio central mencionado anteriormente, y es un polipéptido que comprende la secuencia de
aminoécidos desde la posicidbn 112 a la posicién 153 de la proteina Nkx3.2 de longitud completa. EI dominio de
extensién en el extremo C es un dominio unido al extremo C del dominio central mencionado anteriormente, y es un
polipéptido que comprende la secuencia de aminoécidos desde la posicion 318 a la posicién 333 de la proteina Nkx3.2
de longitud completa.

Especificamente, el polipéptido en composiciones para su uso segun la invencién consiste en la secuencia de
aminodcidos de SEQ ID NO: 9, 10, 12, 13, 14, 17, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27 0 28.

Los polipéptidos representados por las Férmulas (1) o (Il) anteriores o para su uso segun la invencién son fragmentos
de la proteina Nkx3.2 y no estan presentes naturalmente en los organismos vivos. Sin embargo, el polipéptido no se
degrada facilmente in vivo mientras tiene una actividad comparable a la proteina Nkx3.2 de longitud completa, y asi
puede mantenerse presente en un organismo més tiempo que la Nkx3.2 de longitud completa, que muestra una
actividad excelente.

El fragmento de Nkx3.2 puede obtenerse por medio de una célula hospedadora transfectada con un vector de
expresioén que incluye un polinucleétido que codifica el polipéptido descrito en la presente memoria descriptiva.

El polinucleétido codifica el polipéptido mencionado anteriormente, por ejemplo el dominio central, el dominio de
extensién en el extremo N y el dominio de extensién en el extremo C que puede incluir las secuencias de nucleétidos
de SEQ ID NO: 2 0 38, SEQ ID NO: 36 0 40, y SEQ ID NO: 6 0 42, respectivamente.

El polinucleétido puede incluir un polinucledtido que codifica un fragmento obtenido por delecién de residuos de
aminoécidos en el dominio de extension en el extremo N y el dominio de extensién en el extremo C tal como se
describe anteriormente. En este caso, el polinucleétido puede incluir un polinucleétido sustituido con otra secuencia
de nucledtidos que expresa el polipéptido de SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 35 0 SEQ ID NO: 5.

Ademas, el polinucleétido puede incluir un polinucleétido que codifica un fragmento obtenido por delecién de residuos
de aminoé&cidos en el dominio de extensién en el extremo N y el dominio de extensién en el extremo C tal como se
describe anteriormente. En este caso, el polinucleétido puede incluir un polinucleétido sustituido con otra secuencia
de nucledtidos que expresa el polipéptido de SEQ ID NO: 37, SEQ ID NO: 39 0 SEQ ID NO: 41.

Los polinucleétidos pueden proporcionarse en vectores de expresion. El vector de expresién puede ser un vector de
plasmido, un vector de césmido, un vector bacteriéfago o un vector virico. El vector de expresién puede ser construido
por un experto en la materia, de manera que el polinucleétido puede expresarse y secretarse en el mismo.

Los vectores de expresion pueden alojarse en células hospedadoras. La célula hospedadora es una célula
transfectada con un vector de expresién que comprende el polinucleétido, y puede ser una célula procariota o una
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célula eucariota. Especificamente, la célula hospedadora puede ser una célula de mamifero. La transfeccién puede
realizarse mediante procedimientos conocidos en la técnica. Entre tanto, un ejemplo de la célula procariota puede ser
E. coli, y un ejemplo de la célula eucariota puede ser la levadura. Ademas, la célula de mamifero puede ser células de
mieloma NS/0, células 293, células de ovario de hdmster chino (células CHO), células Hela, células CapT (células
derivadas de liquido amniético humano) o células COS.

La artritis puede ser cualquiera seleccionada de entre el grupo que consiste en artrosis, artritis reumatoide, artritis
degenerativa, artritis gotosa, artritis juvenil, artritis senescente, artritis reactiva y combinaciones de las mismas.

La composicion farmacéutica para su uso segln la invencién puede incluir del 0,1 % al 99 % en peso, del 1 % al 90 %
en peso y del 10 % al 80 % en peso del polipéptido para su uso seguln la presente invencién como ingrediente activo,
con respecto al peso total de la composicién farmacéutica. Ademés, la composicién farmacéutica para su uso segun
la presente invencion puede incluir ademas uno o més ingredientes activos que muestran la misma funcién o similar
ademas del ingrediente activo descrito anteriormente.

La composicion farmacéutica para su uso segun la presente invencién puede incluir ademas uno o més vehiculos
farmacéuticamente aceptables para la administracién ademas de los ingredientes activos descritos anteriormente.

La dosis de la composicién farmacéutica para su uso en la prevencién o el tratamiento de la artritis que incluye los
fragmentos Nkx 3.2 como ingrediente activo puede ajustarse dependiendo de varios factores que comprenden el tipo
de la enfermedad, la gravedad de la enfermedad, los tipos y el contenido de ingredientes activos y otros ingredientes
incluidos en la composicién farmacéutica, el tipo de formulacién, la edad del paciente, el peso corporal, el estado
general de salud, el sexo y la dieta, los tiempos de administracién, las vias de administracién, la duracién del
tratamiento y los farmacos usados simultdneamente.

Sin embargo, para un efecto deseado, la dosis del polipéptido incluido en la composicién farmacéutica para su uso
segln la presente invencién puede ser de 0,0001 a 100 mg/kg. En este caso, la administracién puede realizarse una
vez al dia o dividirse en varias veces.

La presente invenciéon también proporciona una composicién farmacéutica para su uso en la prevencién o el
tratamiento de la artritis, que comprende, como ingrediente activo, un virus recombinante que comprende un
polipéptido que consiste en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 9, 10, 12, 13, 14, 17, 20, 21, 22, 23, 24, 25,
26, 27 o 28.

El polinucleétido cargado en el virus recombinante puede codificar un polipéptido tal como se describe en la presente
memoria descriptiva anteriormente.

Un virus recombinante que incluye un polinucledtido que codifica el fragmento de Nkx3.2 puede obtenerse a través de
una célula hospedadora transfectada con un vector de expresién que incluye un polinucleétido que codifica el
polipéptido descrito en la presente memoria descriptiva anteriormente.

El polinucleétido codifica el polipéptido mencionado anteriormente, por ejemplo el dominio central, el dominio de
extensién en el extremo N y el dominio de extensién en el extremo C que puede incluir las secuencias de nucleétidos
de SEQ ID NO: 2 0 38, SEQ ID NO: 36 0 40 y SEQ ID NO: 6 0 42, respectivamente.

El polinucleétido puede incluir un polinucledtido que codifica un fragmento obtenido por delecién de residuos de
aminoécidos en el dominio de extension en el extremo N y el dominio de extensién en el extremo C tal como se
describe anteriormente. En este caso, el polinucleétido puede incluir un polinucleétido sustituido con otra secuencia
de nucleétidos que expresa el polipéptido de SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 35 0 SEQ ID NO: 5. Ademas, el polinucleétido
puede incluir un polinucleétido que codifica un fragmento obtenido por delecién de residuos de aminoacidos en el
dominio de extensién en el dominio del extremo N y el extremo C tal como se describe anteriormente. En este caso,
el polinucleétido puede incluir un polinucleétido sustituido con otra secuencia de nucleétidos que expresa el polipéptido
de SEQ ID NO: 37, SEQ ID NO: 39 0 SEQ ID NO: 41.

Segun la invencién, el polinucleétido codifica un polipéptido que consiste en la secuencia de aminoécidos de SEQ ID
NO: 9, 10, 12, 13, 14, 17, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27 0 28.

El virus puede ser cualquiera seleccionado de entre el grupo que consiste en un adenovirus, un virus adenoasociado
(AAV), un retrovirus, un lentivirus, un virus del herpes simple y un virus vaccinia. Especificamente, el virus puede ser
un virus adenoasociado (AAV). El virus adenoasociado no se limita a un serotipo especifico, y preferentemente, puede
ser cualquiera de AAV1 a AAVO.

Dado que el virus adenoasociado (AAV) es capaz de infectar células no en divisién y tiene la capacidad de infectar

diversos tipos de células, el virus adenoasociado se usa de manera adecuada como sistema de suministro de genes
de la presente invencién. Los detalles para la preparacidn y los usos de vectores AAV se describen en las patentes
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de EE.UU. n®5.139.941 y 4.797.368.

Normalmente, el AAV puede producirse por cotransfeccién de un plasmido que comprende una secuencia de genes
de interés que esté flanqueada por dos repeticiones terminales AAV y un plasmido de expresién que comprende una
secuencia de codificacidén AAV natural que no tiene repeticiones terminales.

La artritis puede ser cualquiera seleccionada de entre el grupo que consiste en artrosis, artritis reumatoide, artritis
degenerativa, artritis gotosa, artritis juvenil, artritis senescente, artritis reactiva y combinaciones de las mismas.

La composicion farmacéutica para su uso segun la presente invencién puede incluir ademas uno o més vehiculos
farmacéuticamente aceptables para la administracién ademas de los ingredientes activos descritos anteriormente.

La dosis de la composicién farmacéutica para su uso en la prevencién o el tratamiento de la artritis que incluye, como
ingrediente activo, un virus recombinante que incluye un polinucleétido que codifica el fragmento de Nkx 3.2 puede
ajustarse dependiendo de varios factores que incluyen el tipo de la enfermedad, la gravedad de la enfermedad, los
tipos y el contenido de los ingredientes activos y otros ingredientes incluidos en la composicién farmacéutica, el tipo
de formulacién, la edad del paciente, el peso corporal, el estado general de salud, el sexo y la dieta, los tiempos de
administracién, las vias de administracion, la duracién del tratamiento y los farmacos usados simultaneamente.

Sin embargo, para un efecto deseado, el virus recombinante incluido en la composicién farmacéutica para su uso
segln la presente invencion puede administrarse en una cantidad de 1,0 x 10° a 1,0 x 10'® de genoma viral al dia en
el caso de adultos. Especificamente, la dosis de la composicién farmacéutica para su uso segun la presente invencién
puede ser tal que la administracion se lleva a cabo en una cantidad de 1,0 x 105a 1,0 x 10'®, 1,0 x 107 a 1,0 x 103,
1,0x108a1,0x10"20 1,0x 10°a 1,0 x 10" al dia en el caso de adultos.

El sujeto puede ser un mamifero, en particular, un ser humano. La via de administraciéon puede ser seleccionada de
manera apropiada por un experto en la materia en consideracién de un procedimiento de administracién, el volumen
y la viscosidad del liquido corporal, y similares. Especificamente, la composiciéon farmacéutica puede administrarse
por via intraarticular.

La composicién farmacéutica para su uso segln la invencién puede administrarse por via intraarticular. Tal como se
usa en la presente memoria descriptiva, el término “intraarticular” significa que la administracién se lleva a cabo a
través de una luz confinada por una cépsula articular, que es el hueco existente entre los huesos en una articulacién.
Existen varios procedimientos para llevar a cabo la administracién intraarticular. Por ejemplo, existe un procedimiento
en el que se pide a un paciente que doble una rodilla 90 grados en un estado de decubito en una postura mirando al
techo, y se introduce una jeringa por via intraarticular. En esta postura, los limites interno y externo de la articulacién
pueden ser relativamente faciles de distinguir con la mano. La inyeccién puede realizarse tanto en los limites interno
como externo de la articulacién, y principalmente se lleva a cabo hacia el limite interno de la articulacién. Ademas,
existe también un procedimiento para aplicar una inyeccién en una postura en la que la rodilla esta estirada. En las
dos posturas, cuando la jeringa se introduce correctamente en un sitio de inyeccién predeterminado, la solucién de la
inyeccion puede inyectarse con escasa resistencia. Sin embargo, cuando, en el momento de presionar la jeringa, los
farmacos no entran bien, y se reconoce una sensacién de resistencia o el paciente se queja de un dolor intenso,
debera ajustarse el sitio de inyeccion de la jeringa.

Los fragmentos de Nkx3.2 con estabilidad aumentada en un organismo para su uso segln la invencién pueden
producirse mediante delecién de una regidén cualquiera de un polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 7, que se selecciona de entre el grupo que consiste en una regidén en el extremo N y una regién en el
extremo C y una combinacién de las mismas.

La delecion de la region en el extremo N puede ser tal que se procede a la delecién de los aminoacidos 1 a 165
consecutivamente desde el extremo N a la direccién en el extremo C, empezando desde el aminoéacido en la posicién
1 de SEQ ID NO: 7. Especificamente, la delecién puede ser tal que se procede a la delecion de los aminoacidos 1 a
53 consecutivamente desde el extremo N a la direccién en el extremo C, empezando desde el aminoacido en la
posicion 112 de SEQ ID NO: 7. La delecién de la region en el extremo N puede ser tal que se procede a la delecion
de los residuos de aminoacidos 11, 18, 38, 41, 44, 47, 50 o 53 desde el extremo N a la direccién en el extremo C,
empezando desde el aminoacido en la posicién 112 de SEQ ID NO: 7.

La delecién de la region en el extremo C puede ser tal que se procede a la delecién de los aminoécidos 1 a 23
consecutivamente desde el extremo C a la direccién en el extremo N, empezando desde el aminoéacido en la posicién
333 de SEQ ID NO: 7. La delecién de la regidn en el extremo C puede ser tal que se procede a la delecidén de los
residuos de aminoacidos 13, 15, 17, 19, 21 0 23 desde el extremo C a la direccién en el extremo N, empezando desde
el aminodacido en la posicién 333 de SEQ ID NO: 7.

La delecién del residuo de aminoéacido puede producirse en una o en ambas de la regién en el extremo N y la regién
en el extremo C. Segln la presente invencién, el fragmento de Nkx3.2 que se produce consiste en la secuencia de

6



10

15

20

25

30

35

ES 2987 020 T3

aminoacidos de SEQ ID NO: 9, 10, 12, 13, 14, 17, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27 0 28.

La delecién del residuos de aminoacidos puede ser realizada con un procedimiento apropiado por un experto en la
materia. Los fragmentos de Nkx3.2 con estabilidad aumentada en un organismo producida por el procedimiento
anterior no se degradan facilmente in vivo por medio de Siah1, y asi pueden estar presentes en un organismo durante
mas tiempo que la proteina Nkx3.2 natural.

Modos de llevar a cabo la invencién

A continuacién se describira en detalle la presente invencién mediante los ejemplos siguientes. Sin embargo, los
ejemplos siguientes pretenden simplemente ilustrar la presente invencién, y la presente invencién no se limita a ellos.
El alcance de la invencién es tal como se expone en las reivindicaciones adjuntas.

Ejemplo 1. Construccién de vectores que expresan fragmentos de Nkx3.2

Para obtener variantes que sean resistentes a la protedlisis mediada por Siah1 se construyeron vectores que expresan
fragmentos de Nkx3.2 por el siguiente procedimiento.

Especificamente, se usd como plantilla el gen Nkx3.2 que tiene la secuencia de nucleétidos representada por SEQ ID
NO: 8 y se amplificé usando una Lamp Pfu ADN polimerasa (Cat. # LP116-250, BIOFACT Co., Ltd., Corea) segln el
protocolo del fabricante. Cada uno de los productos de PCR amplificados se escindié con enzimas de restriccién EcoRl
(Cat. # FD0274, Thermo Fisher Scientific Inc., EE.UU.) y Xhol (Cat. # FD0694, Thermo Fisher Scientific Inc., EE.UU.)
o Xbal (Cat. # FD0684, Thermo Fisher Scientific Inc., EE.UU.), y respectivamente, se inserté en un vector de expresién
pCS (Addgene Cat# 17095) usando una T4 ligasa (Cat. # EL0011, Thermo Fisher Scientific Inc., EE.UU.).

En consecuencia, se construyeron vectores de expresién que expresan 20 clases de los fragmentos de Nkx3.2 tal
como se muestra en la Tabla 1 siguiente.

[Tabla 1]

Nombre Caracteristica SEQ ID NO
Nkx3.2 (1-333) Nkx3.2 de longitud completa SEQ ID NO: 7
Nkx3.2 (1-320) Fragmento de Nkx3.2 que contiene los aminoacidos 1°a 320° |SEQ ID NO: 9
Nkx3.2 (1-307) Fragmento de Nkx3.2 que contiene los aminoacidos 1°a 307° |[SEQ ID NO: 10
Nkx3.2 (42-333) Fragmento de Nkx3.2 que contiene los aminoacidos 42° a 333°|SEQ ID NO: 11
Nkx3.2 (99-333) Fragmento de Nkx3.2 que contiene los aminoacidos 99° a 333°|SEQ ID NO: 12
Nkx3.2 (112-333) Fragmento de Nkx3.2 que contiene los aminoacidos 112° a 3339SEQ ID NO: 13
Nkx3.2 (123-333) Fragmento de Nkx3.2 que contiene los aminoacidos 123° a 3339SEQ ID NO: 14
Nkx3.2 (99-330) Fragmento de Nkx3.2 que contiene los aminoacidos 99° a 330°|SEQ ID NO: 15
Nkx3.2 (99-327) Fragmento de Nkx3.2 que contiene los aminoacidos 99° a 327°|SEQ ID NO: 16
Nkx3.2 (99-320) Fragmento de Nkx3.2 que contiene los aminoacidos 99° a 320°|SEQ ID NO: 17
Nkx3.2 (105-327) Fragmento de Nkx3.2 que contiene los aminoacidos 105° a 3279SEQ ID NO: 18
Nkx3.2 (110-324) Fragmento de Nkx3.2 que contiene los aminoacidos 110° a 3249SEQ ID NO: 19
Nkx3.2 (112-320) Fragmento de Nkx3.2 que contiene los aminoacidos 112° a 3209SEQ ID NO: 20
Nkx3.2 (123-320) Fragmento de Nkx3.2 que contiene los aminoacidos 123° a 3209SEQ ID NO: 21
Nkx3.2 (130-320) Fragmento de Nkx3.2 que contiene los aminoacidos 130° a 3209SEQ ID NO: 22
Nkx3.2 (150-320) Fragmento de Nkx3.2 que contiene los aminoacidos 150° a 3209SEQ ID NO: 23
Nkx3.2 (153-318) Fragmento de Nkx3.2 que contiene los aminoacidos 153°a 3189SEQ ID NO: 24
Nkx3.2 (156-316) Fragmento de Nkx3.2 que contiene los aminoacidos 156° a 3169SEQ ID NO: 25
Nkx3.2 (159-314) Fragmento de Nkx3.2 que contiene los aminoacidos 159° a 3149SEQ ID NO: 26
Nkx3.2 (162-312) Fragmento de Nkx3.2 que contiene los aminoacidos 162° a 3129SEQ ID NO: 27
Nkx3.2 (165-310) Fragmento de Nkx3.2 que contiene los aminoacidos 165° a 3109SEQ ID NO: 28

Ejemplo 2. Seleccién de los fragmentos de Nkx3.2 resistentes a la protedlisis mediada por Siah1

Usando los vectores de expresion que expresan los fragmentos de Nkx3.2 tal como se construyen en el Ejemplo 1, se
seleccionaron los fragmentos de Nkx3.2 que no se degradan mediante Siah1 por el siguiente procedimiento.

En primer lugar, se amplificé por PCR Siah1 (SEQ ID NO: 29; GenBank n° acceso AAH35562.1) en las mismas
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condiciones y con el mismo procedimiento que se describen en el Ejemplo 1, y se escindi6é el producto de PCR
amplificado con EcoRly Ncol. Se insertd el producto resultante en un vector de expresién pCS 3HA (plasmido Addgene
# 17095, un vector con una etiqueta de epitopo 3-HA insertada entre los sitios EcoRI y Clal de pCS2P+), que se habia
escindido con las mismas enzimas de restriccion e incluye una etiqueta en la que la secuencia de aminoacidos de la
hemaglutinina (HA) de la gripe humana (SEQ ID NO: 33; YPYDVPDYA) se repite tres veces, para construir un vector
de expresién que expresa Siah1.

Entre tanto, se cultivé la linea de células de rifion 293T (Cat. # CRL-3216, ATCC, EE.UU.) en un medio DMEM (medio
de Eagle modificado de Dulbecco) suplementado con suero bovino fetal (SBF) al 10 % (v/v) en una condicién de 37°C
y COz al 5 %. Las células preparadas se dispensaron en una placa de cultivo celular de 60 x 15 mm de manera que el
nimero de células fue de 5 x 10°. Se transfectaron las células temporalmente usando 2 g del vector de expresion
que expresa Nkx3.2, y 4 ug de cada uno de los vectores de expresién que expresan los fragmentos de Nkx3.2,
respectivamente, junto con 2 ug del vector de expresién que expresa Siah1. La transfeccion se llevé a cabo usando
VivaMagic (Cat. # VM001, VIVAGEN CO., LTD., Corea) segun el protocolo del fabricante.

Se aisld la proteina completa de las células transfectadas y se cuantific6 usando un kit de proteinas Bio-Rad
Laboratories (Cat. # 500-0116, Bio-Rad Laboratories, Inc., EE.UU.). A continuacién, se llevé a cabo una
inmunotransferencia Western para cada uno de Nkx3.2, Siah1 y p-actina mediante un procedimiento convencional. En
este caso, se diluyeron un anticuerpo anti-Nkx3.2 (Cat.# Ab83288, Abcam, Gran Bretafia), un anticuerpo anti-HA (Cat.
# 11583816001, Roche, Suiza), un anticuerpo anti-Myc (Cat.# 11667149001, Roche, Suiza) y un anticuerpo anti-p-
actina (Cat. # LF-PA0207, AbFrontier, Corea) a 1:1.000, 1:5.000, 1:5.000, y 1:5.000, respectivamente, en un tampén
TBST que contenia albumina de suero bovino (ASB) al 3 % (v/v), y se utiliz6. Como resultado se obtuvieron fotografias
de inmunotransferencia Western ilustradas en la FIG. 1, que se resumen en la Tabla 2 siguiente.

[Tabla 2]
Nombre SEQ ID NO Degradacién por Siah1
Nkx3.2(1-333) SEQ ID NO: 7 +++ o
Nkx3.2(1-320) SEQ ID NO: 9 +
Nkx3.2(1-307) SEQ ID NO: 10 - X
Nkx3.2(42-333) SEQ ID NO: 11 +++ o
Nkx3.2(99-333) SEQ ID NO: 12 ++ X
Nkx3.2(112-333) SEQ ID NO: 13 ++ X
Nkx3.2(123-333) SEQ ID NO: 14 - X
Nkx3.2(99-330) SEQ ID NO: 15 +++ o
Nkx3.2(99-327) SEQ ID NO: 16 +++ o
Nkx3.2(99-320) SEQ ID NO: 17 + X
Nkx3.2(105-327) SEQ ID NO: 18 ++ o
Nkx3.2(110-324) SEQ ID NO: 19 +++ o
Nkx3.2(112-320) SEQ ID NO: 20 X
Nkx3.2(123-320) SEQ ID NO: 21 X
Nkx3.2(130-320) SEQ ID NO: 22 X
Nkx3.2(150-320) SEQ ID NO: 23 X
Nkx3.2(153-318) SEQ ID NO: 24 X
Nkx3.2(156-316) SEQ ID NO: 25 ++ X
Nkx3.2(159-314) SEQ ID NO: 26 ++ X
Nkx3.2(162-312) SEQ ID NO: 27 ++ X
Nkx3.2(165-310) SEQ ID NO: 28 ++

Como se ilustra en la FIG. 1 y se muestra en la Tabla 2, a diferencia de la Nkx3.2 de longitud completa (1-333), no se
produjo una degradacién de la proteina Nkx3.2 por medio de Siah1 en los fragmentos de Nkx3.2 (1-320), Nkx3.2 (1-
307), Nkx 3.2 (123-333), Nkx 3.2 (99-320), Nkx 3.2 (112-320), Nkx 3.2 (123-320), Nkx 3.2 (130-320), Nkx3.2 (150-320)
y Nkx3.2 (153-318).

Ejemplo 3. Identificacion de si los fragmentos de Nkx3.2 se unen a [kBa
Nkx3.2 induce la activacién de NF-kB a través de la unién a IkBa. Asi, se usé la inmunoprecipitacidén para identificar si

los fragmentos Nkx 3.2 (112-320), Nkx 3.2 (123-320), Nkx 3.2 (130- 320), Nkx 3.2 (150-320) y Nkx 3.2 (153-318) se
unen a IkBa.
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En primer lugar, se amplificé IkBa (SEQ ID NO: 31; GenBank n° acceso CAB65556) por PCR en las mismas
condiciones y con el mismo procedimiento que se describen en el Ejemplo 1, y se escindi6é el producto de PCR
amplificado con EcoRI y Xbal. Se insertd el producto resultante en un vector de expresién pCS 6Myc (plasmido
Addgene # 17095, un vector con etiqueta de epitopo 6-Myc insertado entre los sitios EcoRI y Clal de pCS2P+), que
se habia escindido con las mismas enzimas de restriccién e incluye una etiqueta en la que la secuencia de aminoacidos
Myc (SEQ ID NO: 34: EQKLISEEDL) se repite seis veces, para construir un vector de expresién que expresa IkBa.

A continuacion, se transfecté la linea de células de rifién 293T en las mismas condiciones y con el mismo procedimiento
que se describen en el Ejemplo 2 usando 8 pg del vector de expresién que expresa Nkx3.2 (1-333) y cada uno de los
vectores de expresién que expresan el |kBa, respectivamente, segln se produce en el Ejemplo 1, junto con una
cantidad igual del vector de expresién que expresa IkBa. En este caso, para impedir que la proteina IkBa sea
degradada por la proteina Nkx3.2, se afiadié MG132 (Cat. # 474790, Merck Millipore, Alemania), que es un supresor
de degradacién del proteasoma, a una concentracién de 20 pM. Después de 6 horas, se aislé la proteina completa a
partir de las células, y se llevé a cabo la inmunoprecipitacién mediante un procedimiento convencional usando un
anticuerpo anti-Myc que reconoce el Myc con el que estd marcada IKBa. A continuacién, se realizé6 una
inmunotransferencia Western usando los anticuerpos tal como se describe anteriormente. Las fotografias de los
resultados obtenidos se ilustran en la FIG. 2.

Como se ilustra en la FIG. 2, de manera similar a la Nkx3.2 de longitud completa (1-333), se formaron las bandas para
los fragmentos Nkx 3.2 (112-320), Nkx 3.2 (123-320), Nkx 3.2 (130-320), Nkx 3.2 (150-320) y Nkx 3.2 (153-318). Por
tanto, se identificé que los fragmentos de Nkx3.2 tienen la funcidén de unién a IkBa para formar un complejo, lo que se
requiere necesariamente para la activacién de NF-kB.

Ejemplo 4. Identificacion de si la proteina IkBa se degrada por los fragmentos de Nkx3.2

Nkx3.2 se une a IkBa, y asi promueve la ubicuitinacién y la degradacién de IkBa por el proteasoma. En consecuencia,
se llevé a cabo inmunotransferencia Western para identificar si los fragmentos de Nkx3.2 (112-320), Nkx3.2 (123-320),
Nkx3.2 (130-320), Nkx3.2 (150-320) y Nkx3.2 (153-318) mantienen dicha actividad.

Entre tanto, se cultivd la linea de células de cartilago ATDC5 (Cat. # RCB0565, Riken, Japén) en medio DMEM/F12
(medio de Eagle modificado de Dulbecco: Nutrient Mixture F-12) suplementado con suero bovino fetal al 10 % (v/iv) a
una condicién de 37°C y CO2 al 5 %. Las células preparadas se dispensaron en una placa de cultivo celular de 90 x
20 mm de manera que el nimero de células fue de 5 x 105, Se transfectaron las células temporalmente usando 4 ug
del vector de expresion que expresa Nkx3.2 (1-333) y 8 pg de cada uno de los vectores de expresién que expresan
los fragmentos de Nkx3.2, respectivamente, junto con 1 ug del vector de expresiéon que expresa |kBa. La transfeccién
se llevé a cabo usando VivaMagic (Cat. # VM001, VIVAGEN CO., LTD., Corea) segun el protocolo del fabricante.

Se llevé a cabo un procedimiento posterior tal como inmunotransferencia Western en las mismas condiciones y con el
mismo procedimiento que se describen en el Ejemplo 2, y las fotografias de los resultados obtenidos se ilustran en la
FIG. 3.

Como se muestra en la FIG. 3, se formaron bandas con una intensidad similar a la Nkx3.2 de longitud completa (1-
333) para los fragmentos Nkx 3.2 (112-320), Nkx 3.2 (123-320), Nkx 3.2 (130-320), Nkx 3.2 (150- 320) y Nkx3.2 (153-
318). Asi se identifican los fragmentos de Nkx3.2 para inducir protedlisis de |kBa al mismo nivel que la Nkx3.2 de
longitud completa.

Ejemplo 5. Identificacion de si la funcién transcripcional de NF-kB se activa con fragmentos de Nkx3.2

Nkx3.2 suprime la muerte celular de los condrocitos induciendo la activacién de NF-kB. Asi, para medir la activacién
de NF-kB por los fragmentos de Nkx3.2, se insert6 una secuencia de polinucleétidos en la que el sitio de unién a ADN
especifico de NF-kB (SEQ ID NO: 35: GGGAATTTCC) se repite cuatro veces en un vector pGL3-Basic (Cat. # EI751,
Promega, EE.UU.) usando Mlul y Xhol para construir un vector de expresion 4x-kB-Luc. Ademas, el vector de expresion
se usd para medir la activacién de la funcién transcripcional de NF-kB por Nkx3.2 analizando la actividad de la
luciferasa.

En primer lugar, la linea de células de rifion 293T se transfecté transitoriamente usando, respectivamente, 200 ng del
vector de expresién que expresa la Nkx3.2 de longitud completa (1-333) y cada uno de los vectores de expresién que
expresan los fragmentos de Nkx3.2, 100 ng del vector de expresién 4x-kB-Luc, y 20 ng de un vector de expresién pRL-
TK (Cat. # E2241, Promega, EE.UU.).

La transfeccién se llevd a cabo usando VivaMagic segln el protocolo del fabricante. Después de 24 horas, se llevé a
cabo el ensayo de luciferasa usando Dual-Luciferase Reporter Assay System (Cat. # E1910, Promega, EE.UU.) segln
el protocolo del fabricante.
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Especificamente, se retiré un cultivo de la linea de células de rifién 293T transfectadas y se lavé con 1xPBS. Se
afladieron a la misma 150 pl de 1 x tampén de lisis pasiva (PLB), y se lisaron las células a temperatura ambiente
durante 15 minutos. A 10 pl del lisado celular se afiadieron 50 pl de LAR Il y se dejé reaccionar el producto resultante.
A continuacién, se midié la actividad de luciferasa de luciérnaga. A esto se le afiadieron 50 pl de Stop & Glo y se midi6é
la actividad de luciferasa de Renilla. En los resultados experimentales, para cada muestra, se normalizé la actividad
de luciferasa de Renilla con la actividad de luciferasa de luciérnaga, y se ilustra una media porcentual en la FIG. 4.

Como se muestra en la FIG. 4, cuando la actividad de luciferasa en las células transfectadas con solo el vector pCS2
como control negativo se fija en 1, no solo la Nkx3.2 de longitud completa (1-333) sino también los fragmentos de
Nkx3.2 (112-320), NKx3.2 (123-320), Nkx3.2 (130-320), Nkx3.2 (150-320) y Nkx3.2 (153-318) muestran una actividad
de luciferasa significativamente aumentada. Asi, se identifica que los fragmentos de Nkx3.2 poseen la funcién de
activacion de la funcién transcripcional de NF-kB en el nivel similar a la Nkx3.2 de longitud completa.

Ejemplo 6: Identificacion de la eficacia terapéutica mejorada de los fragmentos de Nkx3.2 contra la artritis
degenerativa

A través de los experimentos in vitro descritos anteriormente se identificé la superioridad funcional de los fragmentos
de Nkx3.2 en comparacién con la Nkx3.2 de longitud completa. En consecuencia, para identificar la funcién in vivo
mejorada de los fragmentos de Nkx3.2, se comparé y se analizé la eficacia terapéutica del fragmento de Nkx3.2 (123-
320) y la Nkx3.2 de longitud completa (1-333) contra la artritis degenerativa. Para este fin, se seleccioné un modelo
de ratén en el que se indujo una artritis degenerativa a través de una intervencién quirdrgica denominada
desestabilizacién de menisco medial (DMM). Se ilustra esqueméticamente un procedimiento para llevar a cabo el
experimento en la FIG. 6.

Especificamente, se corté el ligamento del menisco medial en el tejido de la rodilla para inducir desestabilizacién
estructural del menisco medial, y asi se hizo que el cartilago femoral y el cartilago tibial chocaran entre si, de manera
que se indujo un dafio en el cartilago, y con ello se indujo artritis degenerativa. Como control se usé un grupo de
animales en los cuales se disecaron y suturaron la piel externa y la piel interna de la rodilla mediante una cirugia
simulada. El grupo de animales en los cuales se indujo artritis degenerativa y el control para el cual se realiz6 la cirugia
simulada se criaron durante 8 semanas. A continuacién se inyecté por via intraarticular un virus adenoasociado (AAV)
que expresaba el fragmento de Nkx3.2 (123-320) o la Nkx3.2 de longitud completa (1-333), o un vector AAV vacio en
la rodilla correspondiente, y se criaron los grupos de animales durante 4 semanas. Se analiz6 el grado de progresién
de artritis degenerativa por analisis histopatolégico.

Para el anélisis histopatolégico se emple6 un procedimiento de tinciéon con safranina-O. La safranina-O es un tinte de
compuesto cationico y se adhiere de manera eficaz a un grupo aniénico de proteoglicano de sulfato de heparano de
cartilago de manera que se muestra un color rojo. Se evalla un area tefiida de rojo oscuro como tejido de cartilago en
estado sano. Por el contrario, una parte que muestra una tincién con safranina-O débil o inexistente y una parte con
tejido dafiado se interpretan como lesiones en las cuales la patologia de artritis degenerativa ha progresado.

Como se muestra en la FIG. 7, en el caso del grupo de control en el que se inyecta el vector AAV vacio por via
intraarticular se observé un fenémeno de dafio y degeneracién en el cartilago extremadamente grave con
independencia de la cantidad de particulas de virus administradas.

En el caso del grupo de comparacién en el que se inyectd el AAV que expresa la Nkx3.2 de longitud completa (1-333)
por via intraarticular, se observé una eficacia terapéutica significativa contra la artritis degenerativa solo en el grupo al
que se administro AAV a 1 x 10,

Por el contrario, en el caso del grupo experimental en que el que se inyectd el AAV que expresa el fragmento de
Nkx3.2 (123-320) por via intraarticular, se mostrd un efecto terapéutico superior contra la artritis degenerativa a partir
del grupo al que se administré el AAV a 1,25 x 10° que es la dosis minima. Es decir, en el caso del fragmento de
Nkx3.2 (123-320) se identifica que la eficacia terapéutica contra la artritis degenerativa mejora al menos 10 veces, en
comparacién con la Nkx3.2 de longitud completa (1-333).

Todos los datos obtenidos a través del analisis histopatoldgico se evaluaron cuantitativamente, y los resultados se
ilustran gréficamente en la FIG. 8. El nUmero de animales analizados en cada grupo experimental fue de 3, y la
gravedad de artritis degenerativa se evalué en una escala de 0 a 5. A partir de los resultados se preparé un grafico de
barras. La media con el error estandar se indicé mediante una barra de error. Las dosis de particulas de virus A, B, C
y D fueron de 1,25 x 10° 2,5 x 10% 5x 10%y 1 x 10'°, respectivamente, en este orden creciente.

Como se muestra en la FIG. 8, en el caso del control en el que se inyect6 el vector AAV vacio por via intraarticular, se
evalué una alta puntuacién de 4,5 a 5 con independencia de la cantidad de particulas de virus administradas. Ademas,
en el grupo de comparacién en el que se inyectd el AAV que expresa la Nkx3.2 de longitud completa (1-333) por via
intraarticular, se evalud una baja puntuacioén de 1,5 solo en el grupo al que se administré AAV a 1 x 1070, Por el
contrario, en el caso del grupo experimental en el que se inyectd el AAV que expresaba el fragmento de Nkx3.2 (123-
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320) por via intraarticular se evalué una puntuacién extremadamente baja de 1 0 menos partiendo del grupo al que se
administro el AAV a 1,25 x 10° que es la dosis minima. Es decir, se identificé que el fragmento de Nkx3.2 (123-320)
tiene una eficacia terapéutica superior contra la artritis degenerativa, en comparaciéon con la Nkx3.2 de longitud
completa (1-333).

11
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REIVINDICACIONES
1. Una composicion farmacéutica para su uso en la prevencién o el tratamiento de la artritis que comprende,
como ingrediente activo, un polipéptido que consiste en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 9, 10, 12, 13,
14, 17, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27 0 28.
2. Una composicion farmacéutica para su uso en la prevencién o el tratamiento de la artritis que comprende,
como ingrediente activo, un virus recombinante que comprende un polinucleétido que codifica un polipéptido que
consiste en la secuencia de aminoécidos de SEQ ID NO: 9, 10, 12, 13, 14, 17, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27 0 28 y
capaz de expresar dicho polipéptido.
3. La composicién farmacéutica para el uso segln la reivindicacion 2,

en la que el virus es cualquiera seleccionado de entre el grupo que consiste en un adenovirus, un virus
adenoasociado (AAV), un retrovirus, un lentivirus, un virus del herpes simple y un virus vaccinia.

4. La composicién farmacéutica para el uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3,

en la que la artritis es cualquiera seleccionada de entre el grupo que consiste en artrosis, artritis reumatoide, artritis
degenerativa, artritis gotosa, artritis juvenil, artritis reactiva y combinaciones de las mismas.

5. La composicién farmacéutica para el uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4,

en la que la composicién se administrara a un sujeto que la necesita por administracién intraarticular.
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