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DESCRIPCION
Métodos para detectar inhibidores de JAK3
Referencia cruzada con la Solicitud Relacionada

Esta solicitud reivindica la prioridad de la solicitud provisional de EE.UU. n° 60/177.872, presentada el 24 de enero
de 2000.

Campo de la invencion

La presente invencion se encuentra en el campo de la biologia molecular y la ortopedia. La presente invencion se
dirige a métodos para detectar compuestos que inhiben JAK3 utiles para el tratamiento de la osteoartritis o de en-
fermedades o trastornos que implican una degradacién del cartilago, tal y como se especifica en las reivindicacio-
nes. La presente descripcion se dirige a nuevos métodos para tratar enfermedades o trastornos mediados por
JAK/STAT, particularmente enfermedades o trastornos mediados por JAK3 empleando inhibidores de JAK3.

Antecedentes de la invencion
Biologia de la enfermedad articular degenerativa

El cartilago articular cubre los extremos de los huesos largos dentro de las articulaciones sinoviales para proteger el
hueso subyacente contra un cizallamiento normal y fuerzas de compresién que acompafian el soporte del cuerpo y
el movimiento. El cartilago se compone de un colageno de matriz extracelular. Dentro de la matriz de colageno estan
contenidos los condrocitos (es decir, células especializadas del cartilago) y la sustancia fundamental. La sustancia
fundamental esta compuesta por proteoglicanos y agua. El colageno forma la matriz que imparte resistencia a la
traccion, mientras que los proteoglicanos forman grandes agregados que proporcionan resistencia a la compresion
(Stockwell, 1991). Los proteoglicanos son moléculas grandes, hidrofilas fuertemente negativas, que atraen el agua.
A presion normal de la funcién articular, el agua se exprime desde el cartilago para lubricar la superficie de la articu-
lacion. Una vez que se alivia la presion, el agua es absorbida por los proteoglicanos del cartilago. EI movimiento del
agua también proporciona el transporte de nutrientes y de productos de desecho desde y hacia los condrocitos: no
hay riego sanguineo en el tejido cartilaginoso. EI mantenimiento de la integridad del cartilago es sumamente impor-
tante. Una carga anormal, ya sea por aumento o disminucion, afecta a la integridad fisica del cartilago, influye sobre
el metabolismo celular e induce cambios bioquimicos, todos ellos pueden conducir a una degradacion del cartilago y
al desarrollo de una enfermedad articular degenerativa, como la osteoartritis (OA) (Mow et al., 1992).

Una enfermedad articular degenerativa, como la OA se presenta de forma extensa en los vertebrados. Se caracteri-
za como una enfermedad progresiva, irreversible (Mankin y Brandt, 1991) que se produce por la degradacion del
cartilago. Aunque el nombre de osteoartritis sugiere una enfermedad o trastorno inflamatorio, la OA surge de proce-
sos bioquimicos dentro de cartilago que conducen a una degradacion del cartilago. En este sentido, la OA se distin-
gue de la artritis reumatoide (AR) y de las espondiloartropatias seronegativas. A diferencia de la AR, en la que la
membrana sinovial es la fuente primaria de enzimas degradativas, en la OA, los condrocitos son la fuente principal
de enzimas responsables del catabolismo del cartilago. Sin embargo, respuestas inflamatorias ocasionales y transi-
torias, son frecuentemente una complicacion secundaria distinta, asociada a la progresion de la OA (Goldring, 1999).

Aunque el acontecimiento(s) iniciador del desarrollo de la OA es aun desconocido, la patogénesis de la OA implica
probablemente una interaccion de factores mecanicos extrinsecos y el metabolismo intrinseco del cartilago. Las
causas basicas de la OA pueden variar desde un trauma fisico del cartilago (OA secundaria) a cambios metabdlicos
que afectan a los procesos normales de mantenimiento del cartilago, a reacciones inflamatorias intermitentes de
bajo grado, a trastornos genéticos, en donde todas ellas pueden inducir enzimas autoliticas (Wilson, 1988, Goldring,
1999). Independientemente del suceso iniciador o del trauma que puede desencadenar la aparicion de la OA, el
modelo aceptado generalmente es que citocinas y/o receptores activados dan como resultado una transduccion de
sefiales al nucleo de los condrocitos, induciendo la expresidon génica de enzimas que degradan el cartilago y de
agentes inflamatorios.

Una lesioén directa del cartilago también puede causar lesiones en los condrocitos. Los condrocitos pueden respon-
der a la lesion produciendo enzimas de degradacion e induciendo procesos de reparacion inapropiados (Mow, et al.,
1992). Los cambios bioquimicos en la OA afectan a diversos componentes del cartilago, incluyendo los agregados
de proteoglicanos y colagenos. Los productos de la degradacion de proteoglicanos se han identificado en el liquido
sinovial de pacientes con OA (Lohmander et al., 1993). La disminucién del contenido en proteoglicanos junto con un
colageno degradado conduce a una pérdida funcional de las propiedades fisiolégicas normales de la matriz.

La descomposicion enzimatica de la matriz cartilaginosa es un factor clave en la aparicion de la enfermedad articular
degenerativa y su progresion (Pelletier et al., 1992; Pelletier et al., 1993). Las enzimas que degradan el cartilago
conocidas por tener un papel principal en la patologia de la OA, incluyen metaloproteasas de la matriz (MMPs),
agrecanasas y serina y tiol proteasas (Pelletier et al., 1997).
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Las metaloproteasas de la matriz que participan en la OA incluyen colagenasas, estromelisinas y gelatinasas. Las
colagenasas son responsables de la degradacion del entramado del colageno de tipo Il en el cartilago. La colagena-
sa-1 (MMP-1) y la colagenasa-3 (MMP-13) han sido identificadas in situ en el cartilago de OA. Los niveles de cola-
genasa-1 y colagenasa-3 se correlacionan con la gravedad histolégica del cartilago afectado por OA (Reboul et al.,
1996). Las estromelisinas y las gelatinasas (que incluyen la gelatinasa-A y B, también conocidas como MMP-2 y
MMP-9, respectivamente) son metaloproteoglicanasas que también estan implicadas en la OA. Los niveles de es-
tromelisina también se correlacionan con la gravedad histologica de la OA (Dean et al., 1989). Ademas, la estromeli-
sina también se ha implicado en la activacion de la procolagenasa, amplificando de este modo su efecto general en
la patologia de OA (Murphy et al., 1987). Se ha mostrado que la colagenasa de neutréfilos (también conocida como
colagenasa-2, o MMP-8) escinde el agrecano en sitios Unicos, incluyendo el sitio de escision de la agrecanasa, aun-
que no lo suficiente como para ser considerada una agrecanasa verdadera (Arner et al., 1997). Se cree que estas
metaloproteinasas de la matriz son las principales responsables de las lesiones en los componentes de proteoglica-
no, colageno Il y colageno IX del cartilago que se producen en la OA (Dean, et al., 1989; Mort, et al., 1993; Bulttle, et
al., 1993).

La(s) agrecanasa(s) representa(n) una familia de enzimas que degradan el agrecano, el componente principal de los
agregados de proteoglicano en el cartilago. Las agrecanasas se definen por su escision caracteristica del agrecano
entre Glu373-Ala374. Las agrecanasas se han caracterizado recientemente como una subfamilia de la familia de las
desintegrinas y las metaloproteasas (ADAM), que contiene multiples motivos carboxi de trombospondina que son
responsables de la unién a la matriz extracelular. Estos compuestos de desintegrina y metaloproteasa con motivo de
trombospondina (ADAMTS), especificamente ADAMTS-4, ADAMTS-11 y posiblemente ADAMTS-1, poseen una
actividad agrecanasa caracteristica especifica de la escision (Abbaszade et al., 1999; Tortorella et al., 1999).

El 6xido nitrico (ON), un radical libre inorganico, también se ha implicado en trastornos articulares degenerativos. El
ON se sintetiza enzimaticamente a partir de 1-arginina mediante la sintasa de ON (siglas en inglés, NOS). Dos iso-
formas de NOS se conocen actualmente; NOS constitutiva (cNOS) y NOS inducible (iNOS). La medicion clinica de
los niveles de nitrito y nitrato del liquido sinovial de pacientes con OA, indica la produccion de ON en las articulacio-
nes con osteoartritis (Farrell et al., 1992). Ademas, se han descrito inhibidores de NOS para suprimir algunos dafios
artriticos en ratas (McCartney-Francis et al., 1993).

La ciclooxigenasa 2 (COX 2) desempefia un papel importante en la sintesis de eicosanoides, moléculas que actuan
localmente de forma similar a las hormonas, que operan en una amplia variedad de procesos biolégicos relaciona-
dos con el dolor, la fiebre y la inflamacién. Especificamente, COX 2 es necesaria para la sintesis de prostaglandinas,
prostaciclinas y tromboxanos, a partir de acido araquidénico. NF-kB (un heterodimero de p65 y p50) es un factor de
transcripcion que activa la transcripcion de COX 2. Debido a que COX 2 se requiere en la sintesis de prostaglandi-
nas, esta enzima y su factor de transcripcion, NF-k3 también han sido objetivos como componentes clave en el inicio
y la progresion de la OA.

El papel de las citocinas que regulan el metabolismo del tejido conjuntivo y sus vias concomitantes de transduccion
de sefales intracelulares se ha estudiado ampliamente en relacion con la degradacion tisular asociada con enferme-
dades articulares tales como la artritis reumatoide y la osteoartritis (véase, por ejemplo, Goldring, 1999; Pelletier et
al., 1993). La investigacion ha revelado que las citocinas inflamatorias tienen un papel central como sefiales bioqui-
micas que estimulan a los condrocitos para liberar diversos compuestos que degradan el cartilago mencionados
anteriormente. Actualmente, se cree que las principales citocinas que estan asociadas con una degradacion del
cartilago son la interleucina-1y la interleucina-6 (IL-1 e IL-6) y el factor de necrosis tumoral a (TNF-a).

Se ha descrito que IL-1 y TNF-a incrementan la sintesis (es decir, la expresion génica) de proteasas, que incluyen
las metaloproteasas. Inyecciones de IL-1 y TNF-a combinadas provocan una degradacion del cartilago mayor que
cualquier citocina aislada (Henderson y Pettipher, 1989; Page-Thomas, 1991). Ademas, se ha referido que la IL-1
muestra actividad autocrina en los condrocitos (Attur et al., 1998; Pelletier et al., 1993), produciendo un mecanismo
de retroalimentacion positiva. IL-1 y TNF-a también inducen la expresién de IL-6 en fibroblastos sinoviales, implican-
do a IL-6 como una sefial intermedia en la induccion de otras respuestas celulares (transcripcion). Se ha encontrado
que los niveles de IL-6 se correlacionan con niveles elevados de TNF-a, y estan incrementados en los fluidos sino-
viales procedentes de tejido con OA. Se ha mostrado que IL-1 desempefia un papel importante en la degradacion
del cartilago observada en la OA (Pelletier, et al., 1991; McDonnell, et al., 1992). Regula al alza la sintesis y la se-
crecion de las metaloproteinasas estromelisina y colagenasa intersticial, de una manera dependiente de la dosis
(Stephenson, et al., 1987; Lefebvre, et al., 1990). Las células sinoviales similares a los macréfagos son consideradas
por algunos como la principal fuente de IL-1 y otras citocinas que inducen a los condrocitos a expresar enzimas que
degradan el cartilago. Los condrocitos mismos también se sabe que producen IL-1 (Goldring, 1999).

A pesar de los grandes esfuerzos investigativos detallados anteriormente, la manipulacion de la(s) via(s) intracelu-
lar(es) de transduccion de sefales de condrocitos con el fin de alterar el curso de la induccién mecanica y/o con
citocinas de las enzimas de degradacién del cartilago, sigue siendo un objetivo dificil de alcanzar. La investigacion
actual se ha centrado en la familia de proteinas cinasas activadas por mitégenos (MAPK), que no se activa solamen-
te mediante una amplia gama de estimulos, sino que también regula una variedad de factores de transcripcion (es-
pecialmente la proteina-1 activadora o AP-1), sospechosa de ser responsable de la expresion de genes de MMP
(por ejemplo, colagenasa-1 y colagenasa-3) y ciertas citocinas inflamatorias (Rutter et al., 1997; Pendas et al. 1997;
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y Lee et al., 1994). Las cinasas de proteinas activadas por estrés (SAPKs, también conocidas como JNKSs), las cina-
sas reguladas extracelularmente (ERKSs) y las cinasas p38, se han considerado todas proteinas importantes en la via
de transduccion de sefiales que conduce a la expresion de las enzimas que degradan el cartilago.

AP-1 es un complejo proteico heterélogo que incluye los polipéptidos c-Jun y c-Fos. La activacion de AP-1 también
se cree que tiene un papel importante en las enfermedades degenerativas progresivas del hueso y del cartilago
(Firestein, 1996). Se cree que AP-1 regula los genes de la colagenasa y la estromelisina (Matrisian, 1994), y la IL-1
esta entre los inductores mas potentes de la colagenasa y AP-1 en sinoviocitos similares a fibroblastos en la AR
(Zuoning et al. 1999).

Tratamiento de la Enfermedad Articular Degenerativa

Metodologias actuales para el desarrollo de agentes terapéuticos para enfermedades articulares degenerativas
como la OA, incluyen la sintesis de inhibidores de enzimas que degradan el cartilago, la regulacion de los niveles de
citocina/receptor celular y la regulacion de las proteinas cinasas en general. Por ejemplo, se ha informado de que
algunos inhibidores de la proteina cinasa C se pueden utilizar para aliviar, entre otras, la inflamaciéon mediada por
PKC en general (Nambi y Patil, 1993; Nambi y Patil, 1997). Algunos de estos inhibidores, que incluyen 4-(2-amino-4-
oxo-2-imidazolin-5-iliden)-2-bromo-4,5,6,7-tetrahidropirrolo (2,3-c) azepin-8-ona (himenialdisina; en lo sucesivo "H"),
y 4-(2-amino-4-oxo-2-imidazolin-5-iliden)-4,5,6,7-tetrahidropirrolo(2,3-c) azepin-8-ona (debromohimenialdisina; en lo
sucesivo "DBH") y diversas sales fisioldgicamente activas de las mismas, se han encontrado después que inhiben la
degradacion inducida con IL-1 del glicosaminoglicano y la matriz extracelular a través de condrocitos en cultivo y en
explantes de cartilago articular (Chipman y Faulkner, 1997). Recientemente, los inhibidores de la tirosina cinasa,
genisteina, herbimicina A, 4,5-dianilinoftalimida (DAPH), tirfostina AG 82 y tirfostina AG 556, también se ha observa-
do que reducen o evitan la degradacion del cartilago a través de condrocitos in vitro (Sharpe et al., 1997).

Sin embargo, muchos de los mecanismos celulares que regulan especificamente la expresion de enzimas que de-
gradan el cartilago, implicadas en la enfermedad articular degenerativa, siguen siendo desconocidos. El descubri-
miento de una via de transduccion de sefales especifica que regula las enzimas que degradan el cartilago, ya sea
directamente o a través de intermediarios que la activan, representaria un gran avance en la comprension de la
induccion y la progresion de la enfermedad articular degenerativa y proporcionaria nuevas vias para el desarrollo de
una nueva clase de agentes terapéuticos eficaces para el tratamiento de tales enfermedades.

La via Janus Cinasa (JAK)

Una via de transduccion de sefiales aislada y distinta, nunca antes asociada con ningun aspecto de la regulacion de
las enzimas que degradan el cartilago, ni con la via de transduccion de sefiales de IL-1, es la via JAK/STAT. Una
amplia variedad de citocinas polipeptidicas, linfocinas y factores de crecimiento activan (a través de receptores de
citocinas) la familia JAK (revisada por Aringer et al., 1999). Asociaciones de JAK activadas por receptores promue-
ven la activacion (es decir, fosforilan tirosina) de proteinas STAT (transductores de sefiales y activadores de la
transcripcion). Las JAKs se cree que son las principales activadoras de las cinco proteinas STAT actualmente cono-
cidas (Silvennoinen et al., 1997).

El modelo actual para la activacion de STAT es que las JAKs fosforilan residuos de tirosina especificos en el recep-
tor celular activado, creando sitios de anclaje para que los STATs se unan a sus dominios Src de homologia 2
(SH2). Las JAKs catalizan la fosforilacion de STAT, activando la dimerizacion de STAT y desacoplando los STATs
del receptor. A continuacioén, dimeros de STAT se translocan al nucleo de la célula, en donde actian como factores
de transcripcion, uniéndose, por ejemplo, a regiones promotoras de ADN del interferon (IRE y GAS) (Darnell Jr. et
al., 1994; lhle, 1995. Ihle, 1994. Darnell, 1997.

Aguas arriba, la activacion de JAK esta ligada directamente a receptores transmembranales celulares de citocinas
que carecen de actividad cinasa intrinseca. Las JAKs son capaces de unirse a los motivos citoplasmaticos de estos
receptores. Los receptores celulares actian para reclutar/activar JAKs como su proteina cinasa no receptora, para
dirigir la sefalizacion intracelular (Aringer et al., 1999). Un modelo propone que la dimerizacion u oligomerizacion del
receptor inducida por el ligando produce la agregacion local de moléculas JAK y da como resultado la activacion de
JAK a través de un mecanismo de fosforilacion cruzada (Taniguchi, 1995).

Los miembros de la familia JAK, que consisten actualmente en JAK1, JAK2, TYK2 y JAK3, son cinasas de tirosina
no receptoras. Las proteinas JAKs contienen un dominio catalitico muy conservado, encontrado en otras tirosina
cinasas (Firmbach-Kraft, 1990; Hanks et al., 1991; Hunter, 1991; Wilks, 1989)). Sin embargo, a diferencia de la ma-
yoria de las ofras tirosina cinasas, las JAKs se localizan en el citoplasma y contienen un segundo dominio de tipo
cinasa de funcién desconocida, pero no contienen dominios SH2 o SH3, secuencias de péptido sefial o dominios
transmembranales (Harpur et al., 1992; Wilks et al., 1991).

Se conoce que las proteinas JAKs estan implicadas en la sefalizaciéon de una variedad de citocinas que actdan
sobre las células hematopoyéticas. La transduccion de la sefial de JAK se activa mediante: IFN-a, IFN-B e IFN-y
(interferones); IL-2, IL-3, IL-4, IL-6, IL-7, IL-17 (interleucinas); GM-CSF (factor estimulante de colonias de granuloci-
tos y macrofagos); EPO (eritropoyetina); GH (hormone de crecimiento); CNTF (factor neurotrdéfico ciliar); LIF (factor
inhibidor de la leucemia); OSM (oncostatina M); y PRL (prolactina) (Argetsinger, 1993; Gauzzi et al., 1996; Helden y
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Purton (compiladores) 1996; Ihle, 1996; Liu et al., 1997; Luttichen, 1994; Muller et al., 1993; Schindler y Darnell Jr.,
1995; Stahl et al., 1994. Subramaniam et al., 1999; Velazquez et al., 1992; Watling et al., 1993; Witthuhn et al., 1993;
Rui et al., 1994.

Se ha mostrado una correlacion absoluta entre la activacion de JAK y la activacion de varios acontecimientos de
sefializacion aguas abajo, inducida por citocinas. Estos incluyen; fosfoinositol 3-cinasa (PI-3K), Shc, sustrato recep-
tor de insulina 1y 2 (IRS-1 e IRS-2), asi como la fosforilacién de Vav y la induccion de los genes de c-Myc, c-Fos, c-
Jun, Pim y CIS (Silvennoinen et al., 1997).

Se ha encontrado que las proteinas JAK/STAT estan presentes y se modulan in vivo en el cerebro embrionario y
posnatal, lo que indica una funcién durante el desarrollo del cerebro (De-Fraja et al., 1998). La via de JAK/STAT se
ha observado que es importante en los tumores cerebrales (por ejemplo, meningiomas). Y la via de JAK/STAT tam-
bién se ha encontrado que sirve como una via de transduccion de sefiales en la patogénesis de la nefropatia diabé-
tica.

Janus Cinasa 3 (JAK3)

JAKS3 es el miembro mas reciente de la familia de proteinas tirosina cinasas de JAK. Se han descrito tres variantes
por corte y empalme de JAK3 en células cancerosas hematopoyéticas y epiteliales. Las variantes por corte y em-
palme de JAK3 contienen regiones amino-terminales idénticas pero difieren en el extremo C-terminal (Lai et al.,
1995; Gumiak y Berg, 1996). La importancia funcional de estas variantes por corte y empalme no se ha entendido
totalmente. Se ha observado que los dominios amino terminales JH 7-6 (aminoacidos 1-192) de JAK3 son necesa-
rios y suficientes para su interaccion con la subunidad yc de IL-2R (Chen et al., 1997).

La via de transduccion de sefales JAK/STAT vy, en particular, el papel de JAKS, representa un punto importante para
la intervencion terapéutica en diversas enfermedades y trastornos. Sin embargo, el alcance total y la funcién de la
via JAK/STAT siguen estando poco claros. Existe una necesidad en la técnica de entender la via JAK/STAT mas a
fondo, y métodos para la regulaciéon de esta ruta de transduccion de sefales proporcionaran nuevos agentes tera-
péuticos importantes para el tratamiento de enfermedades o trastornos mediados por JAK/STAT.

El documento WO 99/65909 describe compuestos de pirrolo[2,3-d]pirimidina que pretenden ser inhibidores de pro-
teinas tirosina cinasas, tales como Janus Cinasa 3.

El documento US 5.914.393 pretende describir una cinasa Jak2 humana, aislada a partir de placenta humana y el
uso de la proteina y su secuencia de acido nucleico en el diagnéstico, estudio, prevencion y tratamiento de una en-
fermedad.

Compendio de la Invencion

La presente invencion se basa en el descubrimiento de que la via de transduccién de sefiales JAK/STAT vy, especifi-
camente la JAK3, esta implicada en la iniciacion y la progresion de la enfermedad articular degenerativa. Especifi-
camente, se ha mostrado que inhibidores de JAK3 bloquean la expresion inducida con IL-1 de genes que se sabe
que estan involucrados en el desarrollo y la progresion de la OA. También se demuestra en esta memoria por prime-
ra vez que JAK3 se expresa en condrocitos en al menos dos formas. Se presenta una evidencia que demuestra que
moléculas tales como DBH y H, las cuales se han mostrado eficaces en el tratamiento de trastornos de degradacion
del cartilago, tales como la OA, en modelos animales, actian como inhibidores especificos de JAK3, lo que reduce o
suprime, directa y/o indirectamente, la expresion de diversos factores que degradan el cartilago y son mediadores en
la inflamacién. Finalmente, se proporciona una evidencia que demuestra que otros inhibidores de JAK3 también
pueden suprimir eficazmente, de forma directa y/o indirecta, la expresion de diversos factores que degradan el carti-
lago de una manera idéntica a la de DBH y H. La identificacion de esta nueva funcién de la via JAK/STAT en la de-
generacion del cartilago y la identificacion y la determinacion de la funcidn especifica de los inhibidores de JAK3 en
la prevencion de la patologia de estas enfermedades, proporcionan nuevas vias para el desarrollo de una clase de
agentes terapéuticos eficaces para el tratamiento de la enfermedad articular degenerativa. También aclara nuevos
usos para moléculas conocidas anteriormente como agentes terapéuticos para la OA, es decir, en el tratamiento de
enfermedades o trastornos mediados por JAK/STAT distintos de la OA.

En un aspecto, la descripcion se dirige al uso de un inhibidor de JAK/STAT para tratar una enfermedad o un trastor-
no que implica la degradacioén del cartilago.

En un aspecto relacionado, la descripcion se dirige al uso de un inhibidor de JAK/STAT para regular la expresion de
una enzima que degrada el cartilago.

En otros aspectos, la descripcion incluye métodos para regular la expresion de agentes proinflamatorios en un con-
drocito, que incluyen iINOS, COX-2 o NF-kB, poniendo en contacto el condrocito con un inhibidor de JAK/STAT.

En todavia otro aspecto, la presente descripcion se dirige a métodos para regular la expresion de una citocina proin-
flamatoria en un condrocito, que incluye IL-6, TNF-a e IL-1, poniendo en contacto el condrocito con un inhibidor de
JAK/STAT.
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Otro aspecto de la presente descripcion se refiere en general a un método para tratar una enfermedad o un trastorno
mediado por JAK/STAT, distinto de OA o un trastorno inflamatorio relacionado, como la inflamacién mediada por
PKC, mediante la administracion de DBH o H.

Otra realizacién de la descripcion incluye ensayos que implican interacciones de JAK3. Una realizacién incluye un
ensayo para la deteccion de compuestos Uutiles para el tratamiento de una enfermedad o trastorno que implica una
degradacion del cartilago, mediante la deteccion de compuestos capaces de inhibir JAK3, y los compuestos descu-
biertos utilizando este ensayo.

En una realizacion, la presente invencion se dirige a un método in vitro segun se reivindica en la reivindicacion 1.
En otra realizacion, la presente invencién se dirige a un método in vitro segun se reivindica en la reivindicacion 5.

En una realizacion adicional, la presente invencién se dirige a un método celular o tisular in vivo para detectar com-
puestos que inhiben JAK3 en animales no humanos, util para tratar la osteoartritis, en donde el método comprende:

(a) poner en contacto JAK3 con un compuesto candidato, y
(b) detectar una disminucion de la actividad de JAK3.

En una realizacion adicional, la presente invencion se dirige a un método celular o tisular in vivo para detectar com-
puestos que inhiben JAK3 en animales no humanos, util para tratar una enfermedad o trastorno que implica una
degradacion del cartilago, en donde el método comprende:

(a) poner en contacto los condrocitos con un compuesto candidato, y
(b) detectar una disminucion de la actividad de JAK3.
Breve descripcion de los dibujos

La FIG. 1 proporciona una comparacion de la secuencia parcial de ADNc de JAK3 obtenida a partir del analisis con
RT-PCR de condrocitos humanos en cultivo, con el ADNc publicado de JAK3 humana (n° de orden de GenBank
u09607).

La FIG. 2 proporciona una comparacion de la secuencia parcial de ADNc de JAK3 obtenida a partir del analisis con
RT-PCR del ARNm extraido directamente de una muestra de cartilago osteoartritico.

La FIG. 3 proporciona una comparacion del ADNc humano de JAK3 (n° de orden de GenBank U09607) y del ADNc
de JAK3 aislado a partir de una genoteca de ADNc de condrocitos humanos.

La FIG. 4 ilustra los resultados del analisis con transferencia Northern del ARNm de JAK3 en condrocitos articulares
humanos normales.

La FIG. 5 ilustra la inhibicion con DBH de JAK3, determinada por analisis con ELISA.

La FIG. 6 proporciona una comparacion ilustrativa de la inhibicion de JAK3 mediante H (979) y DBH (5025) determi-
nada por analisis con ELISA.

La FIG. 7 proporciona una comparacion ilustrativa de la inhibicién del sustrato a través de diferentes formas de va-
riantes de DBH determinada por analisis con ELISA. La FIG. 7A muestra las curvas de inhibiciéon de dos formas de
sales (DBH-2S y DBH-1) y una forma de base libre (DBH-2FB) de DBH. La FIG. 7B ilustra la inhibicion comparativa
con la base libre de DBH de ZAP-70, LCK, BTK, IGF y JAKS.

La FIG. 8 (A&B) ilustra los resultados del analisis con transferencia Northern de la inhibicion con DBH de los ARNm
de diversos componentes que degradan el cartilago en condrocitos articulares humanos.

La FIG. 9 representa graficamente la inhibicion de la actividad agrecanasa inducida con IL-1 mediante diferentes
formas de variantes de DBH.

FIG. 10 ilustra los resultados del analisis con transferencia Northern de la inhibicion del ARNm de diversos compo-
nentes que degradan el cartilago con el inhibidor especifico de JAKS, 4-(4-hidroxifenil)-amino-6,7-
dimetoxiquinazolina (conocido en la técnica como WHI-P131, e identificado en la figura como J1030) en condrocitos
articulares humanos.

Descripcion detallada de la invencién

En esta memoria se describe el primer informe que describe una funcién de los condrocitos en la transducciéon de
sefiales JAK/STAT y su participacion en la iniciacion y la progresion de una enfermedad articular degenerativa. Es-
pecificamente, el inventor ha descubierto que DBH y H, conocidas actualmente como agentes terapéuticos eficaces
en modelos animales de enfermedad articular degenerativa, tal como OA, actdan de hecho interrumpiendo la trans-
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duccion de la sefial JAK/STAT en los condrocitos, especificamente, actuando como inhibidores de JAK3. Para con-
firmar esta nueva funcién de la via JAK/STAT en la enfermedad articular degenerativa, se presenta una evidencia
que muestra que un inhibidor adicional de JAK3 conocido, del que se desconocia previamente que efectuaba una
regulacion de los factores de degradacion del cartilago, también regula los procesos celulares de una manera idénti-
caaDBHyH.

Como resultado de estos descubrimientos, se identifica una nueva clase de compuestos, es decir, inhibidores de
JAK/STAT, y preferiblemente inhibidores de JAK3 distintos de DBH y H, por ser Utiles para alterar el curso de enfer-
medades que implican la degeneracion del cartilago. Por lo tanto, en un aspecto, la presente descripcion se dirige a
un método para inhibir la progresion o la probabilidad de desarrollar una enfermedad o un trastorno que implica la
degradacion del cartilago, mediante la administracion de una cantidad farmacéuticamente eficaz de un inhibidor de
JAK/STAT distinto de DBH o H. Tales enfermedades y trastornos incluyen OA, artritis reumatoide, asi como OA
generalizada primaria, OA aislada, OA secundaria, artritis traumatica, poliartritis seronegativa, artritis reumatoide
seronegativa y seropositiva, artritis seronegativa, artritis reumatoide juvenil y artritis psoriasica.

Tal y como se usa en este documento, un "inhibidor de JAK/STAT" se refiere a cualquier compuesto capaz de regu-
lar a la baja o disminuir o suprimir de otro modo la cantidad y/o la actividad de las interacciones de JAK-STAT. Los
inhibidores de JAK regulan a la baja la cantidad o la actividad de moléculas JAK. Los inhibidores STAT regulan a la
baja la cantidad o la actividad de moléculas STAT. La inhibicién de estos componentes celulares puede lograrse
mediante una variedad de mecanismos conocidos en la técnica, incluyendo la unién directa a JAK (por ejemplo, un
complejo que se une a un compuesto inhibidor de JAK, o un sustrato mimético), la union directa a STAT o la inhibi-
cion de la expresion del gen que codifica los componentes celulares. El inhibidor preferido de JAK/STAT de la pre-
sente descripcion es un inhibidor de JAK, y lo mas preferido es un inhibidor de JAK3. En general, los inhibidores de
JAK/STAT pueden ser proteinas, polipéptidos, moléculas pequefas y otros restos quimicos, o acidos nucleicos.

Mutantes, variantes, derivados y analogos de los inhibidores mencionados anteriormente también pueden ser utiles
en los métodos de esta descripcion. Tal y como se usa en esta memoria, "mutantes, variantes, derivados y analo-
gos" se refieren a moléculas con forma o estructura similar a la del compuesto original y que conservan la capacidad
de actuar como inhibidores de JAK/STAT. Por ejemplo, cualquiera de los inhibidores de JAK3 descritos en este
documento se puede cristalizar, y analogos Uutiles se pueden disefar racionalmente basandose en las coordenadas
responsables de la forma del(de los) sitio(s) activo(s). Alternativamente, el experto ordinario en la técnica puede
modificar sin una experimentacion indebida, los grupos funcionales de un inhibidor conocido y escrutar tales molécu-
las modificadas para aumentar la actividad, la semivida, la biodisponibilidad u otras caracteristicas deseables. Cuan-
do el inhibidor de JAK/STAT es un polipéptido, se pueden producir fragmentos y modificaciones del polipéptido para
aumentar la eficacia de la administracion, la actividad, la semivida, etc. Una vez mas, dado el nivel de capacidad en
la técnica para la produccion de polipéptidos sintéticos y recombinantes, tales modificaciones pueden lograrse sin
una experimentacion indebida.

Ejemplos de inhibidores de JAK/STAT que pueden ser Utiles en los métodos de esta descripcion incluyen: proteinas
PIAS, que se unen e inhiben a nivel de las proteinas STAT (Chung et al., 1997); miembros de una familia de protei-
nas que contiene SH2 que son capaces de unirse a JAKs y/o a receptores y bloquean la sefializacion (véase, por
ejemplo, Aman y Leonard, 1997; Nicholson y Hilton, 1998); proteina inducible con citocinas que contiene Src de
homologia 2 (CIS), un inhibidor de la sefializacion de STAT (Yoshimura et al., 1995); proteinas relacionados con CIS
que pueden inhibir la sefalizacion de STAT o unirse directamente a Janus cinasas (Yoshimura et al., 1995; Matsu-
moto et al., 1997; Starr et al., 1997; Endo et al., 1997; Naka et al., 1997); un supresor de la proteina de sefializacion |
de citocinas (SOCS-1, también denominada JAB o SSI-1), que parece asociarse con todas las JAKs para bloquear
la activacion aguas abajo de STAT3 (Ohya et al., 1997); tirfostinas que son derivados de malononitrilo de bencilide-
no, que se asemejan a restos de tirosina y erbstatina (Gazit et al., 1989); AG-490, un miembro de la familia tirofosti-
na de inhibidores de tirosina cinasa (Wang et al 1999, también Kirken et al., 1999); acido 4,5-dimetoxi-2-
nitrobenzoico y 4,5-dimetoxi-2-nitrobenzamida, que inhiben especificamente JAK3 (Goodman et al. 1998); 4-(fenil)-
amino-6,7-dimetoxiquinazolina (compuesto original WHI-258) y derivados de este compuesto que se obtienen
estructuralmente a partir de compuestos de dimetoxiquinazolina (Sudbeck et al., 1999); compuestos que contienen
un grupo 4'-OH, que incluyen 4-(4-hidroxifenil}-amino-6,7-dimetoxiquinazolina (WHI-P131), 4-(3'-bromo-4'-
hidroxilfenil)-amino-6,7-dimetoxiquinazolina (WHI-P154) y 4-(3',5"-dibromo-4'-hidroxilfenil)-amino-6,7-
dimetoxiquinazolina (WHI-P97); WHI-P180, otro compuesto de dimetoxiquinazolina (Chen et al., 1999); y agentes
que elevan el AMPc, tales como forskolina, un activador directo de la adenilato ciclasa y dibutiril AMPc, y 3-isobutil-
1-metilxantina (IBMX), un inhibidor de la fosfodiesterasa de AMPc (Kolenko et al., 1999).

Tal y como se usa en este documento, "DBH" y "H" se refieren a debromohimenialdisina e himenialdisina, respecti-
vamente, asi como a diversos analogos y sales fisiolégicamente activas de las mismas, que incluyen DBH en forma
de base libre y formas de acido trifluoroacético y acido metanosulfonico de DBH. Los analogos de DBH y H incluyen
compuestos que contienen un anillo heterociclico de cinco miembros, que contiene nitrdgeno, unido a la posicion
cuatro del anillo de pirroloazepina encontrado en DBH. Ejemplos de analogos incluyen himenina y axinohidantoina.
Especificamente, los analogos de DBH y H contienen la estructura:
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en donde R+ y R se seleccionan cada uno independientemente a partir del grupo que consiste en -H y un halégeno
y X se selecciona a partir del grupo que consiste en:

NH,

segun se determina en Chipman y Faulkner (1997; en donde cada una de las estructuras quimicas anteriores con
grupos radicales X incluyen la representacion del enlace quimico con la posiciéon cuatro del anillo de pirroloazepina
encontrado en DBH).

Tal y como se usa en este documento, una "cantidad farmacéuticamente eficaz" de un inhibidor de JAK/STAT es
una cantidad eficaz para lograr el resultado fisiolégico deseado, ya sea en las células tratadas in vitro o en un sujeto
tratado in vivo. Especificamente, una cantidad farmacéuticamente eficaz es una cantidad suficiente para inhibir,
durante algun periodo de tiempo, uno o varios de los procesos patoldgicos clinicamente definidos, asociados con el
estado de la enfermedad en cuestién. La cantidad eficaz puede variar dependiendo del inhibidor de JAK/STAT espe-
cifico seleccionado, y también depende de una variedad de factores y condiciones relacionados con el sujeto que se
va a tratar y con la gravedad del trastorno. Por ejempilo, si el inhibidor se va a administrar in vivo, factores tales como
la edad, el peso y la salud del paciente, asi como las curvas de respuesta a la dosis y los datos de la toxicidad obte-
nidos en un trabajo preclinico de los animales, estarian entre los considerados. Si el inhibidor se va a poner en con-
tacto con las células in vitro, también se disefiara una variedad de estudios preclinicos in vitro para evaluar parame-
tros tales como la absorcion, la semivida, la dosis, la toxicidad, etc. La determinacion de una cantidad farmacéutica-
mente eficaz de un agente dado esta claramente dentro de la capacidad de los expertos en la técnica.

Los métodos de la presente descripcion también incluyen la regulacion de la expresion de una enzima que degrada
el cartilago en una célula, poniendo en contacto la célula con una cantidad farmacéuticamente eficaz de un inhibidor
de JAK/STAT distinto de DBH o H. Las enzimas que degradan el cartilago incluyen metaloproteasas de la matriz,
agrecanasas y proteasas de serina y tiol. Las metaloproteasas de la matriz preferidas incluyen estromelisinas (por
ejemplo, estromelisina-1), gelatinasa A, gelatinasa B, colagenasa 1, colagenasa 3 y colagenasa de neutrofilos. Las
agrecanasas preferidas incluyen ADAMTS-1, ADAMTS-4 y ADAMTS-11. Las células susceptibles a este tratamiento
incluyen cualquier célula que expresa tales enzimas que degradan el cartilago, incluyendo condrocitos y sinoviocitos.

Tal y como se usa en este documento, la expresion "regulacion de la expresion" y/o de la actividad generalmente se
refiere a cualquier proceso que funciona para controlar o modular la cantidad o la actividad (funcionalidad) de un
componente celular. La regulacién estatica conserva la expresion y/o la actividad a un nivel dado. La regulacion por
incremento se refiere a un aumento relativo de la expresion y/o la actividad. La regulacion a la baja es una disminu-
cion relativa de la expresion y/o la actividad. En la presente descripcion, la regulacion es preferiblemente la regula-
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cion a la baja de un componente celular. Tal como se utiliza en la presente memoria, la regulaciéon a la baja es sin6-
nimo de inhibiciéon de un componente celular dado.

En otro aspecto de la descripcion, se proporcionan métodos para regular la expresion de agentes pro-inflamatorios
en un condrocito, que incluyen iNOS, COX-2 o NF-kB, poniendo en contacto el condrocito con una cantidad farma-
céuticamente eficaz de un inhibidor de JAK/STAT distinto de DBH o H.

En otro aspecto de la presente descripcién, una cantidad farmacéuticamente eficaz de un inhibidor de JAK/STAT
distinto de DBH o H se utiliza para regular la expresion de una citocina proinflamatoria en un condrocito, incluyendo
IL-6, TNF-a e IL-1.

En aspectos adicionales, los métodos anteriores se emplean para regular la expresion de enzimas que degradan el
cartilago, agentes proinflamatorios y citocinas proinflamatorias en sinoviocitos.

También, como resultado de estos descubrimientos, se ha identificado una nueva clase de inhibidores de JAK-3, es
decir, DBH y H. Por lo tanto, en otro aspecto de la presente descripcion, se proporcionan métodos para el tratamien-
to de una enfermedad o trastorno mediado por JAK-STAT que no sea la inflamacion mediada por OA o PKC, me-
diante la administracion de una cantidad farmacéuticamente eficaz de DBH o H. Las enfermedades o trastornos
mediados por JAK/STAT son aquellos en los que la via de sefalizacion JAK/STAT participa en la mediacion de uno
o varios de los sintomas o causas del estado de enfermedad, definidos clinicamente. Ejemplos de tales enfermeda-
des y trastornos incluyen: trastornos mediados por linfocitos T tales como HTLV-1, sindrome de Sdzory, transforma-
cion c-abl, linfomas de linfocitos T de tipo citoliticos naturales (tumores de tipo NK) y enfermedad de injerto contra
hospedador; enfermedades o trastornos de Tipo 2 (hipersensibilidad frente a citocinas) como leishmaniosis, lepra,
alergia e infecciones viricas; trastornos mediados por células cebadas, tales como alergias, fiebre del heno, asma,
urticaria y anafilaxis; y leucemias y linfomas que incluyen leucemias linfociticas agudas y leucemias linfoblasticas,
linfomas y leucemias de origen mieloide de linfocitos B.

Por ejemplo, se ha observado que JAK3 se asocia especificamente con la familia de receptores de citocinas con
cadena gamma comun (yc), por ejemplo, los de las interleucinas IL-2, IL-4, IL-7, IL-9 y IL-15 y tal vez IL-13 también
(Rolling et al., 1996; Yu et al., 1998; Keegan et al., 1995; Izuhara et al., 1996). Por lo tanto, cualquier estado patol6-
gico en el que la interrupcion de esa asociacion pueda ser beneficiosa, es susceptible de tratamiento con DBH y H.

JAKS3 se distingue de otros miembros de la familia JAK por la regulacién al alza significativa de la expresion después
de una activacion linfoide (linfocitos T, linfocitos B), o mieloide (por ejemplo, monocitos) o una diferenciacion celular,
lo que es indicativo de una funcién significativa en la inmunorregulacion (Kawamura et al., 1994, Kumar et al., 1996,
Tortolani et al., 1995, Musso et al., 1995). Por lo tanto, DBH y H se describen en esta memoria por ser utiles en el
tratamiento de afecciones inflamatorias que no sean la inflamacién mediada por PKC.

Por otra parte, una mutacioén activadora de JAK de Drosophila causa leucemia en la mosca, y una mutacion negativa
dominante de la proteina STAT asociada, inhibe la proliferacion de las células de leucemia (Hou et al., 1996; Luo et
al., 1995). Una variedad de otros estudios han implicado que la hiperactivacién de JAK tiene un papel en el cancer,
incluyendo la transformacion de HTLV-I (Migon et al., 1995), el sindrome de Sdzary (Zhang et al., 1996), la transfor-
macion v-abl (Danial et al., 1995) y diversas formas de leucemia. Especificamente, JAK-3 se expresa en numerosas
lineas celulares obtenidas a partir de leucemia que incluyen; AMLs (KG1, TF-1, HEL), la linea B ALLs (PB697, Nalm-
16 y Nalm-6) y T-ALLs (Molt-16 y Molt-3). (Civin et al., 1998 y 1999) y se expresa copiosamente en células leucémi-
cas primarias procedentes de nifios con leucemia linfoblastica aguda, el tipo mas comun de cancer infantil (p. €;j.,
Sudbeck et al., 1999). Por lo tanto, DBH y H pueden ser utiles como agentes terapéuticos en canceres en los que
JAK-3 desempefia un papel en la iniciacién o la progresion de la tumorigénesis.

JAK3 también se sabe que desempefia un papel, por ejemplo, en la transcripcion de c-jun inducida por radiacion
(Goodman et al., 1998). Ademas, los inhibidores de JAK3/STAT6 pueden tener un papel clave en el tratamiento de
diversos estados de enfermedad de tipo 2, tales como la leishmaniosis, la lepra, la alergia y la infeccion virica (Wang
et al. 1999).

Recientemente, Malaviya y Uckun (1999) han informado de que JAK3 se expresa en mastocitos y que su actividad
enzimatica se ve reforzada por la reticulacion del receptor de IgE/FceRI. Estos resultados sugieren que JAKS des-
empefia un papel fundamental en las respuestas de los mastocitos mediadas por receptor de IgE-FcRI, tanto in vitro
como in vivo y puede tener funciones esenciales no redundantes para la capacidad de sefalizacion total del receptor
de IgE de alta afinidad en los mastocitos, lo que esta implicado en estados de enfermedad tales como el asmay la
anafilaxis.

Cualquiera de los procesos anteriores se puede modular poniendo en contacto las células diana u 6rganos con una
cantidad farmacéuticamente eficaz de DBH o H.

Las vias de administracion de un inhibidor de JAK/STAT a un sujeto no estan limitadas y pueden incluir la via paren-
teral (incluyendo la inyeccion subcutanea, intravenosa, intramedular, intraarticular, intramuscular o intraperitoneal),
rectal, tdpica, transdérmica u oral. Por ejemplo, el inhibidor de JAK/STAT se puede administrar por via intraarticular
en una region localizada afectada (por ejemplo, una articulacion) del sujeto, maximizando asi el efecto terapéutico
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en esa region, mientras que se minimizan los efectos en regiones no afectadas. El inhibidor también se puede admi-
nistrar por via tépica, cerca de la regién afectada. Alternativamente, el inhibidor se puede administrar por via oral,
por ejemplo, en capsulas, suspensiones o comprimidos.

El inhibidor de JAK/STAT se puede administrar a un sujeto en una dosis Unica o en administraciones repetidas y en
cualquiera de una variedad de formas de sales fisiologicamente aceptables, y/o con un vehiculo farmacéutico acep-
table como parte de una composicion farmacéutica. Las formas de sales fisiologicamente aceptables y las técnicas
convencionales de formulacién farmacéutica son bien conocidas por las personas expertas en la técnica (véase, por
ejemplo, Remington's Pharmaceutical Sciences, Mack Publishing Co.).

Debido a que la presente descripcion describe por primera vez el papel funcional de la via JAK/STAT en condrocitos,
en la aparicion y progresion de enfermedades o trastornos con degradacion del cartilago, la presente invencion se
dirige a un método para la deteccion de nuevos compuestos utiles para el tratamiento de tales enfermedades o tras-
tornos, tal como se especifica en las reivindicaciones.

Los métodos de la presente invencién identifican compuestos Utiles para el tratamiento de enfermedades o trastor-
nos por degradacion del cartilago, que se llevan a cabo mediante el escrutinio de un compuesto candidato, o de una
genoteca de compuestos candidatos, para estudiar su capacidad para inhibir la actividad de JAKS3. Una variedad de
protocolos de ensayo y de técnicas de deteccidon son bien conocidos en la técnica y un experto en la materia los
adapta facilmente para este fin. Tales ensayos incluyen ensayos de alto rendimiento, ensayos celulares y tisulares in
vitro e in vivo.

Habiendo descrito ahora con detalle la presente invencion, la misma se entendera mas claramente haciendo refe-
rencia a los siguientes ejemplos, que se incluyen solo a efectos de ilustracion.

EJEMPLO 1: Preparacion de cultivos de condrocitos articulares humanos

Para el estudio de la patologia celular asociada con enfermedades o trastornos degenerativos del cartilago tal como
la OA, se prepararon cultivos de células de cartilago humano (condrocitos humanos).

Cortes normales de cartilago articular humano se obtuvieron a partir de la rodilla de un hombre de raza caucasica de
30 afios de edad, 48 horas después de la autopsia (National Disease Research Interchange (NDRI), Philadelphia,
PA). Condrocitos articulares fueron liberados de los cortes de cartilago troceados mediante digestion enzimatica
(0,1% de colagenasa de Clostridium histolyticum; Worthington, Freehold, NJ) en medio de Eagle modificado de Dul-
becco (DMEM; GIBCO/BRL, Gaithersburg, MD) a 37°C durante una noche. El material digerido de forma incompleta
se digirié durante tres horas mas, utilizando 0,25% de colagenasa y 0,05% de tripsina en DMEM.

Los condrocitos se sembraron sobre plastico en monocapas, y se cultivaron hasta confluencia en presencia de
DMEM, suero bovino fetal al 10% (FBS; HyClone, Logan, UT), 100 U/ml de penicilina (pen) y 100 pug/ml de estrepto-
micina (strep), a 37°C, 8% de CO,, cambiando el medio cada tercer dia. En fase de confluencia, los condrocitos del
primer pase se recogieron mediante tripsinizacion, se marcaron como la cepa celular HC30-0198 y se almacenaron
en nitrégeno liquido en presencia de DMEM, pen/strep, 40% de FBS y 10% de sulféxido de dimetilo para uso futuro.

EJEMPLO 2: Expresion de JAK3 en condrocitos articulares humanos normales

Para demostrar la expresion de JAK3 en los condrocitos humanos, se realizé una reaccién en cadena de la polime-
rasa con transcripcion inversa (RT-PCR) utilizando cebadores especificos de JAK3 sobre el ARN total aislado a
partir de condrocitos humanos adultos normales, cultivados en monocapa.

Los condrocitos articulares adultos normales se aislaron a partir de cortes de cartilago y se cultivaron tal como se ha
descrito en el Ejemplo 1 anterior. La cepa celular HC30-0198 de condrocitos congelados se descongeld, se cultivd
en monocapa (segundo pase) tal y como se ha descrito anteriormente y se cultivd hasta 5 dias después de con-
fluencia.

El ARN total se extrajo de los condrocitos articulares humanos confluentes después del 5° dia utilizando el kit de
Qiagen Rneasy® (QIAGEN, Valencia, CA), de acuerdo con el protocolo sugerido por el fabricante.

Los cebadores de JAK3 fueron disefiados a partir del gen de JAK3 humano publicado y las secuencias de ADNc (n°
de orden de GenBank U70065 y U09607, respectivamente). Tres cebadores de ADN especifico del gen de JAKS se
dirigieron a los exones 18 y 19 del gen de JAK3 humano (Tabla 1).
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Tabla 1. Cebadores de ADN de JAK3 humano.

Cebador Region/Cadena Secuencia
JK3-1 exon 18 (codificante) 5' GGT CAT GGA GTA CCT GCC 3'
JK3-2 | exoén 19 (no codificante) | 5' GTT GTC CGA GAG GGATTC GG 3'

JK3-3 | exo6n 19 (no codificante) | 5' GCG GAC CAC GTAGTAGTC 3

El ADNc de la primera cadena se preparé usando el cebador JK3-2, ARN total y el método Ready-To-Go® You-
Prime First-Strand Beads (Amersham Pharmacia Biotech, Piscataway, NJ).

El producto de ADNc (8 pl) se amplificd en una reaccion de 100 pyl empleando: 10 pl de 10X tampon de PCR, 2,4 pl
de MgCl, 25 mM, 0,5 ul de Taq polimerasa empleando un arranque en caliente (Boehringer Mannheim, Indianapolis,
IN), 73 pl de agua y 3 pl de cada uno de los cebadores JK3-1 y JK3-3 10 uM . El protocolo de PCR de arranque en
caliente consistia en una desnaturalizacion inicial durante 5 min a 94°C (seguida por la adicién de polimerasa Taq),
seguida de: desnaturalizacion durante 30 s a 94°C; reasociacion durante 30 s a 56°C; extensién durante 30 s a
72°C. La desnaturalizacion, la reasociacion y la extension se realizaron durante 40 ciclos, seguidas de una extension
final durante 5 min a 72°C.

La RT-PCR generdé un producto de ADN de 254 pares de bases, que se purifico por electroforesis en un gel de aga-
rosa al 2% de SeaKem® GTG® (FMC BioProducts, Rockland, ME) empleando el kit de extraccion en gel de QIA-
quick® (QIAGEN, Valencia, CA).

El producto de la RT-PCR se secuencid utilizando el cebador JK3-3 y reactivos de secuenciacion y el protocolo de
AmpliCycle® (Perkin Elmer, Foster City, CA). Una secuencia de ADN de 109 nucledtidos se obtuvo a partir de la
reaccion de secuenciacion ciclica de una cadena del producto de la RT-PCR, mostrando 106 nucleétidos una identi-
dad del 100% con la secuencia de ADNc de JAK3 humana de GenBank (n° de orden U09607) (FIG. 1). Las discre-
pancias de tres nucleétidos se atribuyeron a la calidad suboptima del molde de la secuenciacion generado por RT-
PCR vy del gel de secuenciacion del ADN.

EJEMPLO 3: Expresion de JAK3 en condrocitos articulares procedentes de cartilago humano osteoartritico

Para comparar la expresion de JAK3 en condrocitos procedentes de cartilago osteoartritico humano, con la que se
encontro en los condrocitos humanos normales del Ejemplo 2 anterior, se realiz6 una RT-PCR utilizando cebadores
especificos de JAK3 sobre el ARN total aislado directamente a partir de cartilago osteoartritico de adulto.

Los cortes de cartilago articular osteoartritico procedentes de la rodilla derecha de una mejor de raza caucasica de
47 afios de edad, que habia padecido un reemplazo total de rodilla, se obtuvieron a partir del NDRI. El cartilago se
congelo rapidamente en nitrégeno liquido, inmediatamente después de la recogida. Un total de 2-4 gramos de carti-
lago intacto se pulverizaron en forma de polvo en presencia de nitrégeno liquido usando un molino SPEX (SPEX
CertiPrep, Inc., Metuchen, NJ). El ARN total se aislé a partir del cartilago pulverizado usando el método TRIspin
descrito por Reno et al. (1997).

La RT-PCR se realiz6 sobre la muestra de ARN total, usando los cebadores JK-1, JK-2 y JK-3 como se ha descrito
en el Ejemplo 2. La RT-PCR generé un producto de ADN de 254 pares de bases, que posteriormente se purificd a
partir de un gel de agarosa al 2% de SeaKem® GTG® (FMC BioProducts, Rockland, ME) empleando el kit de extrac-
cién en gel de QlAquick (QIAGEN, Valencia, CA).

El producto de la RT-PCR se secuencié utilizando el cebador JK3-3 y el kit "AB1 Prism Dye Terminator Cycle Se-
quencing Ready Reaction" (PE Applied Biosystems, Foster City, CA) de acuerdo con el protocolo sugerido por el
fabricante. La secuencia de ADN se determind utilizando un secuenciador de ADN de ABI PRISM® 377 (PE Applied
Biosystems, Foster City, CA). Se determiné una secuencia de 214 pb.

De los 214 nucledtidos secuenciados, 197 nucledtidos mostraron 100% de identidad con la secuencia de ADNc de
JAK3 humana de GenBank (nimero de orden U09607) (FIG. 2). Las discrepancias restantes en 17 nucleétidos se
atribuyeron a la calidad subdptima del molde de la secuenciacion.

EJEMPLO 4: Aislamiento del ADNc de JAKS a partir de una genoteca de ADNc de condrocitos humanos

Para demostrar adicionalmente que JAK3 se expresa activamente en condrocitos humanos, JAK3 se aislo6 a partir de
una genoteca de ADNc de condrocitos humanos.

Empleando métodos conocidos en la técnica, el ARN total aislado a partir de condrocitos articulares humanos culti-
vados en alginato se empled para generar una genoteca de ADNc (la construccion de la genoteca de ADNC fue
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realizada comercialmente por Stratagene, La Jolla, CA). La genoteca de ADNCc se tituld y se escruté siguiendo proto-
colos bien establecidos (Sambrook et al., 1989, y los protocolos recomendados por Stratagene, La Jolla, CA).

Una sonda de ADN de JAK3 se utilizé para escrutar la genoteca de ADNc de condrocitos. La prehibridacion y la
hibridacién de los filtros de la genoteca de ADNc se realizaron usando una solucién 1X de prehibridacién/hibridacion
(GIBCO/BRL, Gaithersburg, MD) a 65°C. Después de 15 horas de hibridacion con la sonda de ADN de JAKS, la
transferencia se lavo sucesivamente dos veces en 2X SSC/0,1% de SDS (15 minutos/lavado a temperatura ambien-
te), y dos veces en 1X SSC/0,1% de SDS (30 minutos/lavado a 65°C). La transferenua se dejo secar al aire, y las
sefiales radiactivas se visualizaron utilizando una pelicula autorradiografica X-Omat® AR (XAR) de Kodak (Eastman
Kodak, Rochester, NY).

Las placas que eran positivas en filtros por duplicado se recogieron, se colocaron en 1 ml de tampon SM estéril (Tris
0,05 M pH 7,5, NaCl 0,1 M, MgSO. 0,008 M, 0,01% de gelatina), se agitaron con vortex y se incubaron a 4°C duran-
te una noche. Catorce placas posmvas procedentes del primer escrutinio, se volvieron a sembrar en placas utilizan-
do 10 pl de una dilucién 1 x 102 in 200 pl de la cepa bacteriana XL-1 Blue MRF' (Stratagene, La Jolla, CA), y se
escrutaron con una sonda de ADN de JAK3 como anteriormente. Las placas positivas procedentes del segundo
escrutinio se recogieron y se extendieron en placas en tampén SM como anteriormente.

Dos clones de fagos positivos procedentes del segundo escrutinio se seleccionaron para un analisis de la secuencia
de ADN basandose en; i) la confirmacion de la identidad de JAK3 utilizando los cebadores JK3-1 y JK3-3 en una
reaccion de PCR tal como se ha descrito en el Ejemplo 2, y ii) la identificacion del tamario del inserto de ADNc clo-
nado empleando los cebadores de PCR T7 y T3 (Stratagene, La Jolla, CA). El protocolo de PCR de arranque en
caliente consistia en una desnaturalizacion inicial durante 5 min a 93°C (seguida por la adicién de Taq polimerasa),
seguida de: desnaturalizacion durante 1 min a 93°C; reasociacion durante 1 min a 55°C; extension durante 45 s a
75°C. La desnaturalizacion, la reasociacion y la extension se realizaron durante 40 ciclos, seguidas de una extension
final durante 7 min a 75°C. El tamario de los productos de la PCR se visualizd en un gel de agarosa al 1% de Sea-
Kem® GTG® (FMC BioProducts, Rockland, ME).

Después de la identificacion del producto de la PCR de los dos clones de fago lambda ZAP® I, que contenian los
insertos de ADNc mas grandes para JAK3, los |nsertos de ADNc de JAKS3 se subclonaron cada uno en una cepa
SOLR de E. coli usando el fago auxiliar ExAssist® Interference-Resistant (Stratagene, La Jolla, CA) de acuerdo con
el protocolo sugerido por el fabricante. Se aislaron varias colonias bacterianas, y el ADN plasmidico se purificé a
partir de estos clones utilizando un kit QlAprep Spin Miniprep (Qiagen, Valencia, CA).

El analisis de la secuencia de ADN de una hebra de ADN de cada uno de los dos subclones, mostré que la secuen-
cia de aproximadamente 2000 nucleétidos que se habia obtenido a partir de cada subclon era idéntica a la secuen-
cia publicada de ADNc de JAK3 (GenBank n° de orden U09607). La secuencia de ADN determinada a partir de uno
de los subclones se proporciona como FIG. 3.

Los resultados de los Ejemplos 2, 3 y 4 confirman, por primera vez, la expresion de JAK3 en condrocitos articulares
cultivados procedentes de cartilago humano normal, asi como de cartilago osteoartritico humano.

EJEMPLO 5: Analisis con transferencia Northern de la expresion de JAK3 en condrocitos articulares humanos

La cepa celular de condrocitos congelados HC30-0198 (condrocitos articulares humanos normales preparados tal y
como se ha descrito en el Ejemplo 1) se descongeld, se cultivd en monocapa (segundo pase) y se cultivd hasta 5
dias después de la confluencia. Los cultivos del ensayo se lavaron en solucion salina tamponada con fosfato (PBS),
seguida de la adicién de cualquiera; 1) interleucina-1 recombinante humana (rhiL-18) (R&D Systems, Minneapolis,
MN) a 2 ng/ml durante 24 horas en DMEM exento de suero que contenia 1% de solucién antibiética, o 2) DMEM
exento de suero que contenia solo una solucion antibiética al 1% (testigo).

El ARN total del cultivo en monocapa se recogié después de 24 horas de cultivo utilizando el reactivo TRIzol (Gib-
co/BRL, Gaithersburg, MD) de acuerdo con el protocolo sugerido por el fabricante. Se separaron 10 ug de ARN total
de cada muestra anterior en un gel de formaldehido 2,2 M/agarosa al 1,2%, y se transfirieron a una membrana de
soporte de nailon (Schlelcher & Schuell, Keene, NH) mediante transferencia alcalina suave utilizando el sistema
TURBOBLOTTER® (Schleicher & Schuell, Keene, NH) de acuerdo con el protocolo sugerido por el fabricante. El
ARN en la transferencia Northern se fij6 a la membrana mediante el uso de un agente de reticulaciéon por UV Strata-
linker® 1800 (Stratagene, La Jolla, CA).

Un ADNc humano de 109 ?ares de bases para JAK3 se gener6 mediante RT-PCR (véase el Ejemplo 2 mas arriba).
El ADNc se marco con [a- P] dCTP (New England Nuclear, Boston, MA) utilizando las perlas para marcar ADN de
Ready-To-Go (-dCTP; Amersham Pharmacia Biotech, Plscataway, NJ) de acuerdo con el protocolo sugerido por el
fabricante, se purifico usando columnas CHROMA SPIN® +TE-30 (Clontech, Palo Alto, CA), y se utilizé como una
sonda para un analisis de transferencia Northern.

La prehibridacion y la hibridacion de la transferencia Northern se realizaron a 42°C utilizando una dilucién 1:1 de una
soluciéon 2X de prehibridacion/hibridacion (Gibco/BRL, Gaithersburg, MD) y formamida. Después de 15 horas de la
hibridacién utilizando la sonda de ADN de JAK3, la transferencia se lavé sucesivamente dos veces en 2X SSC/0,1%
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de SDS (15 minutos/lavado a temperatura ambiente), y dos veces en 0,5X SSC/0,1% de SDS (30 minutos/lavado a
65°C). La transferencia se dejo secar al aire, y la sefal radiactiva se visualizé utilizando un formador de imagenes
con fésforo Fujifilm BAS-1500 (Fuji Medical Systems, USA, Stamford, CT).

La fosfoimagen de la transferencia Northern se proporciona como FIG. 4. Los resultados muestran que el ARNm de
JAK3 se expresa en condrocitos articulares humanos adultos normales, cultivados, y que esa rhiL-1 no aumenta ni
disminuye el nivel de ARNm de JAK3 encontrado en condrocitos articulares humanos adultos normales no estimula-
dos con rhiL-1B. Ademas, la transferencia Northern revela que dos especies con el peso molecular de JAK3 son
expresadas por condrocitos articulares humanos en cultivo monocapa: aproximadamente 4,2 kb y 2,2 kb de longitud.
La forma predominante de ARNm de JAK3 expresado por condrocitos articulares humanos adultos normales cultiva-
dos es la forma de 2,2 kb. La forma mas larga (4,2 kb) es compatible en tamafio con la encontrada en las células
sanguineas humanas normales de linaje linfoide, y representa una pequefia fraccion del ARNm total de JAK3 expre-
sado en condrocitos.

Ejemplo 6: Inhibicién de JAK3 con DBH

Para demostrar que DBH, un agente terapéutico eficaz para la enfermedad articular degenerativa tal como OA, ac-
tua inhibiendo JAKS, se realiz6é un ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA) con tirosina cinasa.

Placas de captura de fondo plano Nunc-Immunoplate Maxisorp (Nunc Nalge International, Rochester, NY) se recu-
brieron con 80 pl/pocillo de anticuerpo AcMo anti-fosfotirosina PY54 (Transduction Labs, Lexington, KY), diluido
hasta 2 pg/ml en tampon de recubrimiento (fosfato 10 mM, pH 7,2 + 0,02% de NaN3s), y se dejé adsorber durante una
noche a 4°C. Las placas se lavaron (todos los lavados son 4X con TBST: Tris/HCI 25 mM, pH 8,0, NaCl 150 mM +
0,05% de Tween-20), y se afiadieron 200 pl/pocillo de tampon de bloqueo (TBST + 1% de BSA). Las placas se sella-
ron y se incubaron a 37°C durante 60 min o durante una noche a 4°C, y se lavaron de nuevo.

Las reacciones cinasas se realizaron en volumenes de 50 ul con sustrato peptidico biotinilado en una placa de fondo
redondo (Coming, Coming, NY). Las mezclas de reacciones cinasas contenian; 20 ul de péptido biotinilado GAS1 50
MM (LCBiotina-EGPWLEEEEEAYGWMDF-amida), ATP 0-1250 uM en tampdn cinasa, 10 pl de MgClz 50 mM en 2X
tampon cinasa (imidazol/HCI 50 mM, DTT 2 mM, EDTA 0,2 mM, 0,030% de Brij-35, pH 6,8), 10 pul de DBH 0-50 uM
en agua que contenia 0,2% de Pluronic-104 y 3% de sulféxido de dimetilo (DMSO), y 10 ul de enzima JAK3 diluida
en tampon cinasa. Una curva estandar de fosfopéptidos (0 - 10 nM) utilizando tampdn cinasa como diluyente, tam-
bién se someti6 a ensayo.

Las reacciones cinasas se llevaron a cabo durante 30 min a 37°C, después se detuvieron mediante la adicién de 15
pl/pocillo de EDTA 0,125 M, pH 6,8. Partes alicuotas de 50 pl/pocillo de soluciones detenidas se transfirieron a una
placa de captura recubierta con anticuerpo, se sellaron y se incubaron a 37°C durante 60 min. La placa se lavo y se
afadieron 80 pl/pocillo de reactivo SA-HRP (Genzyme, Cambridge, MA) diluido 1/5 en tampdn de dilucién de Gen-
zyme. La placa se sell6 y se incubd de nuevo a 37°C durante 60 min. La placa se lavé y se afiadieron 100 pl/pocillo
de solucidn sustrato de tetrametil bencidina (TMB) (Kirkegaard & Perry Laboratories, Gaithersburg, MD), equilibrada
previamente a temperatura ambiente, y se dej6 reaccionar durante aproximadamente 5 min. La reaccion se detuvo
con 100 pl/pocillo de solucion de H,SO4 1 N. Las muestras se leyeron a A4so-as20,

Los resultados del experimento (proporcionado como FIG. 6) revelan que DBH es un fuerte inhibidor de JAKS, con
una constante de inhibicion registrada (Ki) de 286 + 16 nM.

EJEMPLO 7: DBH (y sus variantes) inhibe especificamente JAK3

Para examinar adicionalmente las caracteristicas de la inhibicion con DBH (y sus variantes) frente a una variedad de
componentes celulares, se realizé un ELISA poli (Glu, Tyr) 4:1. Himenialdisina (H), DBH (como extractos de espon-
jas marinas: véase Chipman y Faulkner, 1997), y tres formas de variantes de DBH sintética: la forma de base libre
de DBH (DBH-2FB), una forma de sal de acido trifluoroacético de DBH (DBH-2S), y una forma de sal de acido meta-
nosulfénico de DBH (DBHI) se solubilizaron en DMSO, y se sometieron a ensayo para estudiar la capacidad de
inhibir; proteina tirosina cinasa ZAP-70 (polipéptido asociado a ¢ de 70 kDa), BTK (tirosina cinasa de la agammaglo-
bulinemia de Bruton), proteina tirosina cinasa JAK3 (Janus cinasa 3), LCK (proteina tirosina cinasa de linfocitos T
linfoides) e proteina tirosina cinasa de IGFR (receptor del factor de crecimiento similar a la insulina).

Placas de microtitulacion Maxisorb (Nalge Nunc International, Rochester, NY) se recubrieron con 1 mg/ml de po-
li(Glu, Tyr) 4:1 (Sigma, St. Louis, MO) solubilizado en solucién salina tamponada con fosfato (PBS), 0,02 % de azida
de sodio. El dia del ensayo, las placas de microtitulacion se lavaron 4X con TBS-Tween (Tris 25 mM, pH 8,0, NaCl
150 mM, 0,05% de Tween 20) utilizando un lavador de placas de Skatron (Skatron Instruments, Sterling, VA). Se
afiadieron 200 pl de tampon de bloqueo estéril (3% de BSA en PBS, 0,02% de azida de sodio) a cada pocillo, y las
placas de microtitulacion se incubaron a 37°C durante 1 hora. El tampdn de bloqueo se retiro, las placas se lavaron y
se afiadieron diversas concentraciones de inhibidor en un volumen de 20 pl a los pocillos. A continuacién, se afiadie-
ron 60 yl de mezcla de sustrato apropiado. Las mezclas de sustrato se prepararon tal y como se describe en la Ta-
bla 2:
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Tabla 2: Soluciéon de sustrato para ELISA poli (Glu, Try) 4:1.

4X Tampon del ensayo* ATP MnCl» MgCl» H.0
ZAP-70 2ml 1 ml 500 uM 1 ml 100 mM - 2ml
BTK 2ml 1 ml 500 uM 1 ml 100 mM 1ml10 mM 1ml
JAK3 2ml 1 ml 500 uM - 1ml100mM | 2ml
LCK 2ml 1 ml 500 uM 1 ml 100 mM 1Tm100mM | 1 ml
IGFR 2ml 1 ml 500 uM 1 ml 100 mM 1 ml 50 mM 1ml

* (4X Tampon de ensayo es imidazol 100 mM pH 6,8, EDTA 0,4 mM, DTT 4 mM, 0,06% de Brij-35)

Después de la adicién de la mezcla de sustrato, se afiadieron 20 ul de la proteina tirosina cinasa de la prueba (en
tampodn de ensayo 1X). Las reacciones de cinasa se incubaron 30 min a 37°C, seguido de lavados en el lavador de
placas de Skatron. Se afadieron 100 pl de anticuerpo monoclonal anti-fosfotirosina PT-66 biotinilado (Sigma, St.
Louis, MO) (diluido 1:4000 en BSA al 0,5%, TBS filtrada de forma estéril) a cada pocillo, y se incubaron durante otros
30 minutos a 37°C. Las placas se lavaron y se afiadieron 100 pl de conjugado de estreptavidina-HRP (ICN Pharma-
ceuticals, Costa Mesa, CA) diluidos 1:32.000 en 0,5% de BSA-TBS filtrada de forma estéril , a cada pocillo, y se
incubaron durante 30 minutos a 37°C. Las placas se lavaron y se afiadieron 100 pl de solucidn sustrato de tetrametil
bencidina (TMB) (Kirkegaard & Perry Laboratories, Gaithersburg, MD) durante 15 minutos a temperatura ambiente,
seguido de la adicion de 100 pl de reactivo de detencién (acido fosforico 1 M). Las muestras se leyeron a continua-
cion a 450 nm en un lector de placas.

Cuatro lotes de H de extracto marino (denominados 979-1, 979-4, 979-5, 979-6) y dos lotes de DBH de extracto
marino (denominados 5025-11 y 5025-12) mostraron baja inhibiciéon especifica micromolar de JAK3, con valores ce-
50 (concentracion eficaz para un 50% de inhibicion) que iban desde 2,6 uM - 10,7 uM ( lotes 979) y 23,4 uM-34,4 uM
(lotes 5025) (FIG. 7). La inhibicion de ZAP-70, LCK, BTK e IGFR era débil, con valores ce-50 que iban desde cien-
tos de valores micromolares, a ninguna inhibicion (datos no mostrados).

Las tres formas de DBH sintética sometidas a ensayo también mostraron inhibicion de JAK3, con valores ce-50 que
iban de 11,60 uyM - 53,99 uM (FIG. 8A). DBH-2FB mostrd la mayor inhibicion de JAK3 en comparacion con las dos
formas de sal de DBH (es decir, 11,60 uM). También se muestra que DBH-2FB es un inhibidor selectivo de JAKS,
con valores de ce-50 para ZAP-70, LCK, BTK e IGFR que van desde 1,971 pM hasta ninguna inhibicion (FIG. 8B).

Estos resultados muestran que DBH y sus diversos derivados son inhibidores especificos de JAKS.
EJEMPLO 8: Regulacion a la baja de ARNm asociados con OA mediante DBH (y sus variantes)

Para examinar los efectos aguas abajo de la inhibicion de JAK3 mediante DBH, se realizaron ensayos de transfe-
rencia Northern para detectar cambios en los niveles de ARNm en estado estacionario de diversas moléculas aso-
ciado con la OA.

La cepa celular de condrocitos articulares humanos congelados HC30-0198 (descrita en el Ejemplo 1) se desconge-
16 y se cultivd en monocapa en matraces de cultivo de tejidos T150 (Corning Costar, Cambridge, MA), como se ha
descrito anteriormente hasta 1-5 dias después de confluencia. Los cultivos del ensayo se enjuagaron en PBS, y se
preincubaron durante 2 horas con 10 ml de DMEM exento de suero que contenia DBH 5 uM (sintética), en su forma
de base libre o en forma de sal de acido trifluoroacético. A continuacién, se afiadieron 10 ml adicionales de DMEM
exento de suero que contenia DBH 5 pM, 4 ng/ml de interleucina-1p recombinante humana (rhIL-18; concentracion
final de 2 ng/ml) (R&D Systems, Minneapolis, MN), y solucién antibittica al 2% (concentracién final de 1%), durante
24 horas.

Dos cultivos testigos se ejecutaron en paralelo: uno sin DBH (rhIL-1 sola) y otro sin DBH o rhiL-1p.

El ARN total del cultivo en monocapa se recogio utilizando reactivo TRIzol (Gibco/BRL, Gaithersburg, MD) de acuer-
do con el protocolo sugerido por el fabricante. Se separaron 10 ug de ARN total de cada muestra de ensayo anterior,
en un gel de formaldehido 2,2 M/agarosa al 1,2%, y se transfirieron a una membrana de soporte de nailon (Schlei-
cher & Schuell, Keene, NH) mediante transferencia alcalina suave utilizando el sistema TURBOBLOTTER® (Schlei-
cher & Schuell, Keene, NH) de acuerdo con el protocolo sugerido por el fabricante. El ARN total se fij6 a la membra-
na utilizando un agente de reticulacion Stratalinker® 1800 UV (Stratagene, La Jolla, CA).

Las sondas de ADN humano para estromelisina-1 (MMP-3), colagenasa 1 (MMP-1), ciclooxigenasa Il (COX-2), NF-
kB (p65), factor de necrosis tumoral a (TNF-a) e interleucina-6 (IL-6 ) se marcaron con [a->2P] dCTP (New England
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Nuclear, Boston, MA) utilizando las perlas de marcacion de ADN Ready-To-Go (-dCTP) (Amersham Pharmacia Bio-
tech, Piscataway, NJ) de acuerdo con el protocolo sugerido por el fabricante. Las sondas radiactivas fueron separa-
dos del [G-SZP] dCTP no incorporado, empleando columnas CHROMA SPIN® +TE-30 (Clontech, Palo Alto, CA), y las
sondas purificadas se utilizaron para experimentos de hibridacién de transferencia Northern.

La prehibridacion y la hibridacién de las transferencias Northern con las sondas radioactivas se realizaron usando
una solucion de hibridacion ExpressHyb® (Clontech, Palo Alto, CA) de acuerdo con el protocolo sugerido por el fabri-
cante. La transferencia se lavo sucesivamente dos veces en 2X SSC/0,05% de SDS (15 minutos/lavado a tempera-
tura ambiente), y dos veces en 0,1 X SSC/0,1% de SDS (30 minutos/lavado a 65°C). La transferencia se dejo secar
al aire, y la sefal radiactiva se visualizé y se cuantificé usando un formador de imagenes de Fujifilm, BAS-1500 (Fuiji,
Stamford, CT).

La normalizacion de la carga de ARN se realizé mediante tincion con bromuro de etidio de la transferencia Northern.
Se afiadieron 5 pl de 10 mg/ml de bromuro de etidio (Sigma, St. Louis, MO) a 50 ml de 1X solucién MOPS (tampon
MESA : Sigma, St. Louis, MO), y se tifieron durante 7 min a temperatura ambiente. La transferencia se lavé durante
30 min (3 veces) con 1X tampon MOPS. El patron de la tincién con bromuro de etidio se visualizd en una caja oscura
inteligente de Fujifilm LAS-1000 (Fuji Medical Systems, USA, Stamford, CT).

Los resultados de los experimentos de transferencia Northern (mostrados en las FIGs. 9A y 9B) muestran que 5 yM
del inhibidor de JAK3, DBH, eran capaces de inhibir en diferentes medidas la regulacion positiva inducida por IL-18
de ARNm conocidos, o que se creia que estaban asociados con la patologia de (osteo)artritis: estromelisina (MMP-
3), colagenasa 1 (MMP-1), ciclooxigenasa Il (COX-2), NF kB (p65), factor de necrosis tumoral a (TNF-a) e interleuci-
na-6.

Es interesante la observacion inesperada de que la forma de base libre de DBH inhibe los ARNm inducidos por rhiL-
18 en mayor grado que la forma de sal de acido trifluoroacético de DBH en algunos ARNm (FIG. 9A). Esta observa-
cion es compatible con los datos obtenidos en los ensayos con tirosina cinasa del Ejemplo 7.

Ejemplo 9: Inhibicién con DBH de la actividad de agrecanasa inducida por IL-1a en condrocitos bovinos

Para demostrar los efectos celulares de DBH como un inhibidor especifico de JAK3, la inhibicién de DBH y sus va-
riantes se midié mediante la liberacién de proteoglicano marcado con %53 inducido con IL-1a en condrocitos bovinos
(Esta bien establecido que la liberacion de proteoglicanos inducida con IL-1a en condrocitos bovinos primarios culti-
vados y explantes de cartilago, es debida a la escision de agrecano a través de la enzima conocida como agrecana-
sa).

Los condrocitos articulares bovinos primarios fueron aislados a partir de cartilago articular diseccionado de articula-
ciones de ternero machacadas utilizando un tratamiento con 1 mg/ml de hialuronidasa durante treinta minutos (37°C)
(Boehringer Mannheim, Indianapolis, IN), seguido de un tratamiento con 2 mg/ml de colagenasa P durante treinta
minutos (37°C) (Boehringer Mannheim, Indianapolis, IN) y 2,5 mg/ml de tripsina (GIBCOBRL, MD). Las soluciones
enzimaticas se prepararon en medio esencial modificado de Dulbecco/medio de Ham F-12 (DMEM/F12) 1:1 exento
de suero, y se esterilizaron por filtraciéon con un filtro de 0,22 ym de Millex®-GV (Millipore S.A., Molsheim, Francia).
Una tercera digestion durante la noche (0,5 mg/ml de colagenasa P a 37°C) se realizd en un matraz de agitacion
Bellco.

Los condrocitos bovinos fueron recuperados mediante la adicion de un volumen igual de DMEM/F12 complementado
con suero bovino fetal al 10% (FBS) para neutralizar las enzimas, se filtraron a través de un colador de células de 70
pm de nailon de Falcon® (Beckton Dickinson, Franklin Lakes, NJ), y se centrifugaron a 1000 x g durante 10 min a
temperatura ambiente.

Los condrocitos se sembraron en placas de cultivo tisular de 24 pocillos de Costar® (Coming, Coming, NY) a 8 x 10*
células/pocillo empleando 0,5 ml de DMEM/F12 1:1, 10% de FBS, 1% de solucion de antibiotico (penicilina, estrep-
tomicina, fungizona) (GIBCO/BRL, Gaithersburg, MD), y se incubaron a 37°C, 8% de CO.,. Las células se cultivaron
durante 28 dias con realimentacion cada tercer dia con DMEM/F12 mas 10% de FBS, 1% de solucion de antibidtico.

La marcacion metabélica de los proteoglicanos se realizé el dia 22 con 10 uCi de **Sulfato (Amersham, Arlington
Heights, IL) en DMEM/F12 exento de suero, 1% de solucién de antibidtico, durante 48 horas. El %3ulfato libre se
elimind dia 24, los condrocitos se lavaron con PBS y se volvieron a alimentar con DMEM/F12 mas 10% de suero,
1% de solucion de antibidtico. Los condrocitos se cultivaron durante dos dias adicionales, se volvieron a alimentar el
dia 26 con DMEM/F12 mas 10% de suero, 1% de solucion de antibidtico y se lavaron el dia 27 con PBS.

Después del lavado con PBS, los condrocitos fueron tratados con 0,5 ml de DMEM/F12 exento de suero, 1% de
solucion de antibidtico que contenia ya sea; 1) no mas suplementos, o 2) DBH 5 uM (ya sea DBH1, DBH-2S o DBH-
FB). Después de 2 horas, se afiadio rhiL-1a a los cultivos (excepto para el testigo no rhiL-1a), hasta tener una con-
centracion final de 1 ng/ml.

En el dia 28, se retiraron 0,5 ml del medio y se colocaron en un minivial de centelleo. Se afiadieron 4 ml de fluido de
centelleo y la radiactividad en el medio se cuantificd por recuento del centelleo. La capa de células se lavé en PBS y
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se recogio con 0,5 ml de 1X tripsina-EDTA, y se cuantificé por recuento del centelleo como anteriormente. Todas las
muestras se cultivaron por triplicado.

Los datos se determinaron y se expresaron del modo siguiente:

1. Fraccion. de ruido de fondo = fraccion de la radiactividad total (medio + capa celular) que representa la cantidad
de radioactividad no inducida por IL-1 liberada en el medio.

= [CPMs totales en el medio del "testigo sin IL-1a, ni DBH "/(CPMs totales en el me-
dio del testigo sin IL-1a, ni DBH "+ CPMs totales en la capa celular del "testigo sin
IL-1a, ni DBH")]

2. % de liberacién de proteoglicano marcado con **S en medio mediante IL-1a
a) Ruido de fondo = Cuentas en el medio de la muestra del ensayo debidas a la liberacion no inducida por IL-1

= Fraccion. de ruido de fondo [CPM total en el medio de la muestra del ensayo + CPM total en la
capa de células de la muestra del ensayo]

b) CPMs liberadas por IL-1a = CPM total en el medio - Ruido de fondo

¢) % de liberacion mediante IL-1a = [CPM liberadas mediante IL-1a/(CPM liberadas mediante IL-1a + CPM totales
en la capa de células)] 100 %

3. % de liberacion mediante IL-1a en presencia de DBH =

{(CPM total en la muestra con medio de DBH - Ruido de fondo) / [([CPM total en
la muestra de medio con DBH - Ruido de fondo) + CPM total in la muestra de la
capa celular con DBH ]} 100%

4. % de inhibicion mediante DBH = [1 - (% de liberacion mediante IL-1a en presencia de DBH / % de liberacion me-
diante IL-1a] 100%

Las tres formas de DBH sintética (es decir, DBH1, DBH-2S o DBH-FB) mostraron diversos grados de inhibicion de la
liberacion de proteoglicanos marcados con %3 inducida mediante IL-1a: O 50%, (1 40% y 100%, respectivamente
(FIG. 10). Una vez mas la forma de base libre de DBH como inhibidor produjo resultados muy superiores a los de las
otras dos formas de DBH.

Ejemplo 10: Regulacion a la baja de los ARNm asociados con OA mediante el Compuesto WHI-P131

Para demostrar que DBH y sus compuestos relacionados actuan como un agente terapéutico eficaz para OA al
funcionar como un inhibidor especifico de JAKS, y para confirmar la eficacia de los inhibidores de JAK3 en general
como inhibidores de compuestos asociados con OA vy, por lo tanto, como una nueva clase de agentes terapéuticos
para OA, se evalud la inhibicion de diversos ARNm asociados con OA a través del inhibidor bien conocido especifico
de JAKS, 4-(4'-hidroxifenil)-amino-6,7-dimetoxiquinazolina (también denominado en la técnica WHI-P131).

Se aislaron condrocitos articulares humanos normales a partir de cortes de cartilago y se cultivaron tal y como se ha
descrito en el Ejemplo 1. Experimentos de inhibicién del ARNm se realizaron de forma idéntica a los protocolos des-
critos en el Ejemplo 8, con la excepcion de que se uso el inhibidor especifico de JAK3, WHI-P131 (4-(4'-hidroxifenil)-
amino-6,7-dimetoxiquinazolina, comprada en A.G. Scientific, San Diego, CA), en lugar de DBH. Se sometieron a
ensayo dos concentraciones de WHI-P131, solubilizado en DMSO: 33,6 pM y 168 pM.

Los resultados del experimento de transferencia Northern (que se muestra en la FIG. 11) muestran que tanto el
tratamiento con 33,6 yM como con 168 uM del inhibidor especifico de JAK3, WHI-P131, inhibe la regulacion positiva
inducida por IL-1B de los ARNm conocidos, o que se cree, que estan asociados con la patologia de (osteo)artritis: es
decir, estromelisina-1 (MMP-3), colagenasa 1 (MMP-1), ciclooxigenasa Il (COX-2) y NF-kB (p65).

La presente invencién incorpora como referencia en su totalidad las técnicas bien conocidas en el campo de la bio-
logia molecular. Estas técnicas incluyen, pero no se limitan a las técnicas descritas en las siguientes publicaciones:

Old, RW. & S.B. Primrose, Principles of Gene Manipulation: An Introduction To Genetic Engineering (3% ed. 1985)
Blackwell Scientific Publications, Boston. Studies in Microbiology; V.2:409 pags. (ISBN 0-632-01318-4).

Sambrook, J. et al. compiladores, Molecular Cloning: A Laboratory Manual (22 ed. 1989) Cold Spring Harbor Labora-
tory Press, NY. Vols. 1-3. (ISBN 0-87969-309-6).

Winnacker, E.L. From Genes To Clones: Introduction To Gene Technology (1987) VCH Publishers, NY (traducido
por Horst Ibelgaufts). 634 pags. (ISBN 0-89573-614-4).
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REIVINDICACIONES

1. Un método in vitro para detectar compuestos que inhiben JAK3 utiles para tratar la osteoartritis, comprendiendo el
método:

(a) poner en contacto JAK3 con un compuesto candidato, y
(b) detectar una disminucion de la actividad de JAK3.

2. Un método celular o tisular in vivo para detectar compuestos que inhiben JAK3 en animales no humanos util para
tratar la osteoartritis, comprendiendo el método:

(a) poner en contacto JAK3 con un compuesto candidato, y
(b) detectar una disminucion de la actividad de JAK3.

3. El método segun la reivindicacion 1, en donde dicho método comprende poner en contacto el compuesto candida-
to con una célula o tejido.

4. El método segun la reivindicacion 1 o la reivindicacion 2, en donde dicho método comprende poner en contacto el
compuesto candidato con condrocitos.

5. El método segun la reivindicacion 1 o la reivindicacion 2, en donde dicho método comprende poner en contacto
JAKS con una genoteca de compuestos candidatos.

6. Un método in vitro para detectar compuestos que inhiben JAK3 utiles para el tratamiento de una enfermedad o
trastorno que implica una degradacion del cartilago, comprendiendo el método:

(a) poner en contacto los condrocitos con un compuesto candidato, y
(b) detectar una disminucion de la actividad de JAK3.

7. Un método celular o tisular in vivo para detectar compuestos que inhiben JAK3 en animales no humanos util para
tratar una enfermedad o trastorno que implica una degradacion del cartilago, comprendiendo el método:

(a) poner en contacto condrocitos con un compuesto candidato, y
(b) detectar una disminucion de la actividad de JAK3.

8. El método segun una cualquiera de las reivindicaciones 4, 6 o 7, en donde dicho método comprende poner en
contacto dichos condrocitos con una genoteca de compuestos candidatos.
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Niveles de ARNmM de Jak3 en condrocitos humanos secundarios
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Inhibicién de la tirosina cinasa JAK3 a través de DBH-1

[DBH-1]
0 uM

1.25 uM
2.5 uM

5 uM

10 uM

[fosfopéptido transferido] (nM)

0 100 200 300 400 500
[ATP] (uM)

La inhibicion con DBH-1 de JAK3 es competitiva con ATP,
con una constante de inhibicion (Ki) de 286 +/- 16 nM.
DBH-1 interacciona con el bolsillo de unién a ATP de JAK3S.

FIGURA 5
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ELISA DE JAK
6 de noviembre, 1997

Compuesto uM

Hill ec-50
979-1 0.6165 3.108
979-4 0.4425 3.319
979-5 0.7872 10.70
979-6 0.5832 2.640
$025-11 ] 0.5129 3443
5025-12 | 0.3763 23.40 -

FIGURA 6
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ELISA poli-glu-tyr de JAK
20 de julio, 1998

2.0
» DBH-2FB
« DBH-2S
1.57 « DBH-1-5025
1.0-
0.54
1 1 ) 1 1
2 1 0 1 2 3
um (log)
DBH-2FB DBH-2S DBH-1-5025
PENDIENTEDEHILL | -0.5458 -0.6365 -0.7951 :
EC50 11.60 53.99 49.69 FIGURA 7A
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Inhibicion con DBH de ARNm inducidos con IL-183 en
condrocitos humanos secundarios
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FIGURA 8A
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- Estromelisina

Porcentaje de inhibicion
- iL-6

Porcentaje de inhibicién
- TNF-x
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- COX-2
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Inhibicion de ARNm inducidos con IL-18 en
condrocitos humanos secundarios
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FIGURA 8B
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Inhibiciéon con DBH de la actividad
agrecanasa inducida con IL-1
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Inhibicién de ARNm inducidos con IL-1B en
condrocitos humanos secundarios
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