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DESCRIPCION
Antagonistas de los canales de calcio tipo R Cav2.3 para el tratamiento de enfermedades neurodegenerativas
Campo de la invencién

La invencion se refiere a los antagonistas del canal de calcio tipo R Cav2.3 para uso en el tratamiento de la
enfermedad de Parkinson (PD) como se define en la presente reivindicacién 1.

Antecedentes de la invencién

La enfermedad de Parkinson (PD) es la segunda enfermedad neurodegenerativa mas comun después de la
enfermedad de Alzheimer. Solamente en Alemania hay aproximadamente 350,000 personas afectadas. Los
principales sintomas motores son la alteracién del control voluntario del movimiento, acompafiado de rigidez
muscular y temblor en reposo. En el mundo occidental, el nimero de pacientes con PD aumenta desde hace
afios. Este aumento no se debe Unicamente a un aumento en la esperanza de vida. Por razones inexplicables,
la edad a la que se manifiestan los sintomas motores esta disminuyendo y, por lo tanto, més y mas personas
jévenes padecen de la PD. La causa de este aumento en los casos de la PD sigue sin entenderse
completamente, asi como la causa de la enfermedad. Sin embargo, aunque la causa de la mayoria de los casos
de la PD todavia no esta clara, se han identificado como factores estresores de la PD diversos factores
genéticos (genes PARK) y ambientales (como la disfuncién de la mitocondria) que conducen al estrés
metabdlico.

Debe de enfatizarse que el estrés metabdlico parece constituir un factor convergente comin descendente
esencial en la mayoria de las enfermedades neurodegenerativas, si no es que en todas. Sin embargo, el
aumento de la edad es el principal factor de riesgo de la PD, asi como de la mayoria de las demas
enfermedades neurodegenerativas (por ejemplo, la enfermedad de Alzheimer, la enfermedad
neurodegenerativa mas comun).

Los sintomas motores de la PD estan causados por una pérdida progresiva de dopamina en el estriado dorsal,
debido a la muerte progresiva de las neuronas dopaminérgicas (DA) del mesencéfalo, particularmente en la
Sustancia negra (SN). Si esta muerte se pudiera detener o al menos reducir después del diagnéstico inicial, el
proceso de la enfermedad y, por tanto, la progresién de los sintomas motores podria detenerse o ralentizarse.
La terapia ideal especifica del tipo celular de la PD deberia intervenir de forma temprana en forma de
neuroproteccién, preferiblemente antes de que se desarrollen los sintomas motores clasicos de la PD, ya que
normalmente el 70-80% de las neuronas DA de la SN ya se han perdido cuando se manifiestan los sintomas
motores tipicos de la PD. Cabe destacar que, ademés de las neuronas DA de la SN, una variedad de otras
neuronas se ven afectadas por la degeneracidén en el curso de la PD, mientras que otras neuronas DA del
mesencéfalo vecinas (como aquellas del area tegmental ventral, VTA), por una razdn poco clara, son mucho
méas resistentes al estresor de la PD y a los procesos neurodegenerativos.

Esta denominada vulnerabilidad diferencial de las subpoblaciones neuronales no sélo esta presente en la PD,
sino en todas las enfermedades neurodegenerativas. Aunque sus causas subyacentes aln no estan claras, se
ha identificado que los altos niveles intrinsecos de estrés metabdlico, en particular el estrés metabdlico
relacionado con los iones de calcio, es crucial para definir la vulnerabilidad de las neuronas a los estresores
neurodegenerativos.

Sin embargo, las intervenciones terapéuticas de neuroproteccién y de restauracién dirigidas, sélo serian
posibles si se comprendieran los patomecanismos moleculares subyacentes de la enfermedad. Dado que en
la actualidad este no es el caso, no existe todavia ninguna terapia con la que se pueda curar a los pacientes
con PD vy tratarlos sintomaticamente y con una duracién creciente de la enfermedad. Una terapia curativa de la
PD ralentizaria o detendria la progresiéon de la enfermedad, o incluso prevendria la manifestacion de los
sintomas motores. Mientras que estas terapias son el objetivo de intensas investigaciones y ensayos clinicos
en curso, las terapias establecidas actuales de la PD sélo son sintomaticas, dirigidas en particular a sustituir la
pérdida de dopamina en el cerebro o retrasar su metabolismo (por ejemplo, mediante miméticos de dopamina
como L-DOPA el precursor permisivo de dopamina de la barrera hematoencefalica, agonistas de los receptores
de dopamina o inhibidores de la monoaminooxidasa, como MAO-B). Sin embargo, estas terapias tienen efectos
secundarios considerables (por ejemplo, discinesia, alucinaciones y sindrome impulsivo/compulsivo ICB) que
se van agravando a medida que pasa el tiempo del tratamiento.

Una terapia novedosa potencialmente neuroprotectora de la PD se encuentra actualmente en un ensayo clinico
de fase lll: se dirige a los canales de calcio activados por voltaje denominados tipo L (més concretamente a
Cav1.3 o Cav1.2), y su inhibiciéon farmacolégica mediante farmacos, como la dihidropiridina DHP isradipina
(Parkinson Study Group, 2013, PMID: 24123224, phase IlI clinical trial ClinicalTrials.gov: NCT02168842). Sin
embargo, se han reportado resultados no concluyentes para la neuroproteccion de DA de la SN en modelos de
ratén con PD por neurotoxinas, para la inhibicién farmacolégica del canal de calcio tipo L (por isradipina) o para
la ablacién genética de Cav1.3 (lljic et al., 2011 PMID: 21515375; Ortner et al., 2017, PMID: 28592699).
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En resumen, ademas de un colectivo muy limitado de pacientes para las opciones neuroquirirgicas
(estimulacidn cerebral profunda), en la actualidad sé6lo se han establecido terapias farmacol6gicas sintomaticas
de la PD con miméticos de dopamina, que proporcionan una eficacia decreciente con efectos secundarios
crecientes a lo largo del tiempo.

Los antagonistas de los canales de calcio tipo R Cav2.3 para el tratamiento de enfermedades
neurodegenerativas como la enfermedad de Parkinson son conocidos de:

US 2012/321594 A1 (HONG KYONSOO [US] ET AL) 20 December 2012 (2012-12-20)

RODOLPHE HAJJ ET AL: " Combination of acamprosate and baclofen as a promising therapeutic approach for
Parkinson’s disease", SCIENTIFIC REPORTS, vol. 5, no. 1, 6 November 2015 (2015-11-06), XP055445739,
DOI: 10.1038/srep16084.

GEZA BERECKI ET AL: "Differential Ca v 2.1 and Ca v 2.3 channel inhibition by baclofen and [alpha]-conotoxin
V1.1 via GABA B receptor activation",

JOURNAL OF GENERAL PHYSIOLOGY,

vol. 143, no. 4, 31 March 2014 (2014-03-31), pages 465-479, XP55445926, NEW YORK, US
ISSN: 0022-1295, DOI: 10.1085/jgp.201311104

US 2014/038927 A1 (COHEN DANIEL [FR]ET AL) 6 February 2014 (2014-02-06)

M. J. CANO-CEBRIAN ET AL: "Local acamprosate modulates dopamine release in the rat nucleus accumbens
through NMDA receptors: an in vivo microdialysis study",

NAUNYN-SCHMIEDEBERG'S ARCHIVES OF PHARMACOLOI vol. 367, no. 2, 1 February 2003 (2003-02-01),
pages 119-125, XP055445779,

DE

ISSN: 0028-1298, DOI: 10.1007/s00210-002-0674-3

Komeili Gholamreza ET AL: "Effects of Isradipine on Induced-Parkinson’s Disease in Rats",
Zahedan Journal of Research in Medical Sciences,

vol. en prensa, no. en prensa, 26 April 2016 (2016-04-26), XP55818555, DOI: 10.17795/zjrms-6444
ARIAS R L ET AL: "Amiloride is neuroprotective in an MPTP model of Parkinson’s disease",

NEUROBIOLOGY OF DISEASE, ELSEVIER, AMSTERDAM, NL, vol. 31, no. 3, 1 September 2008 (2008-09-
01), pages 334-341, XP023905928,

ISSN: 0969-9961 , DOI: 10.1016/J.NBD.2008.05.008
[recuperado el 2008-07-07]

Gomez-Mancilla Baltazar ET AL: "Effect of ethosuximide on rest tremor in the MPTP monkey model:
ETHOSUXIMIDE AND REST TREMOR",

MOVEMENT DISORDERS,
vol. 7, no. 2, 1 January 1992 (1992-01-01), pages 137-141, XP55818897, US
ISSN: 0885-3185, DOI: 10.1002/mds.870070207

Schneider Toni ET AL: "How "Pharmacoresistant" is Cav2.3, the Major Component of Voltage-Gated R-type
Ca2+ Channels?",

Pharmaceuticals,
vol. 6, no. 6, 1 January 2013 (2013-01-01), pages 759-776, XP055805750, DOI: 10.3390/ph6060759
Recuperado de Internet:

URL:https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3816731/pdf/ pharmaceuticals-06-00759.pdf
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Hainsworth Atticus H. ET AL: "Actions of sipatrigine, 202W92 and lamotrigine on R-type and T-type Ca2+
channel currents",

European Journal of Pharmacology,
vol. 467, no. 1-3, 1 April 2003 (2003-04-01), pages 77-80, XP55818901, NL
ISSN: 0014-2999, DOI: 10.1016/S80014-2999(03)01625-X

JONES-HUMBLE 5 A ET AL: "The novel anticonvulsant lamotrigine prevents dopamine depletion in C57 black
mice in the MPTP animal model of Parkinson’s disease",

LIFE SCIENCE, PERGAMON PRESS, OXFORD, GB,

vol. 54, no. 4, 1 January 1994 (1994-01-01), pages 245-252, XP023748453,

ISSN: 0024-3205, DOI: 10.1016/0024-3205(94)00813-2 [recuperado el 1994-01-01]
WO9415607 A (Rhone Poulenc Rorer SA, published on 21.07.1994

Por lo tanto, es un objetivo de la presente invencién proporcionar un tratamiento y terapia mejorados y mas
eficaces para la enfermedad de Parkinson.

Sumario de la invencién

La invencion se refiere a un antagonista del canal de calcio tipo R Cav2.3 para uso en el tratamiento de la
enfermedad de Parkinson, en la que el antagonista es una construccién de CRISPR/Cas9, y en la que dicho
antagonista inhibe parcial o totalmente la expresién funcional del gen de la subunidad alfa 1E del canal de
calcio activado por voltaje (CACNA1E).

La vulnerabilidad diferencial de las distintas poblaciones neuronales al estresor neurodegenerativo es una
caracteristica distintiva de todas las enfermedades neurodegenerativas. El estrés metabdlico elevado y la
alteracién de la homeostasis del calcio no solo son factores interdependientes, sino que también parecen
proporcionar un acontecimiento descendente general convergente crucial en las enfermedades
neurodegenerativas y la pérdida de neuronas dependiente de la edad (Duda et al., 2016, PMID: 26865375), y
por lo tanto ofrecen dianas atractivas para intervenciones terapéuticas.

En la enfermedad de Parkinson (PD), las neuronas liberadoras de dopamina dentro de la Sustancia negra (DA
de la SN) son particularmente vulnerables a los estresores de la PD y a la degeneracién en comparacién con
otras neuronas dopaminérgicas vecinas. La pérdida progresiva, dependiente de la edad, de neuronas DA de la
SN es un distintivo patologico de la PD, ya que la pérdida resultante de dopamina estriatal causa sus principales
sintomas relacionados con el movimiento (tal como problemas con el control voluntario del movimiento, asi
como rigidez, temblor, acinesia e inestabilidad postural). Las neuronas DA de la SN liberan dopamina desde
sus terminales axonales en el estriado dorsal, y también desde sus cuerpos celulares y de las dendritas en el
mesencéfalo, dependientemente del calcio y de la actividad. Su actividad intrinsecamente generada y
metabdlicamente desafiante es creada y modulada por la funcién orquestada de diferentes canales i6nicos y
autorreceptores D2 de dopamina. Aunque la causa de la mayoria de los casos de PD no esté clara y no se
dispone de terapias curativas, la homeostasis del calcio (Ca®*) especifica de las neuronas y el estrés metabolico
se consideran factores importantes (Schapira and Patel, 2014, PMID: 24664140; Duda et al., 2016, PMID:
26865375; Oertel and Schulz, 2016, PMID: 27577098; Singleton and Hardy, 2016, PMID: 27311081).

Los canales de Ca?* activados por voltaje (VGCCs), especialmente el Cav1.3 tipo L, han recibido una atencién
particular, ya que no sélo modulan el patrén de actividad y la liberacién de dopamina de las neuronas DA de la
SN, sino que también generan una carga de Ca®* dendritica estresora relacionada con la actividad que podria
desencadenar neurodegeneraciéon y PD (Guzman et al., 2010, PMID: 21068725, Surmeier et al., 2017, PMID:
28104909).

El inventor habia demostrado previamente que los canales Cav1.3, ademas de estabilizar la actividad
marcapasos generada intrinsecamente metabdlicamente exigente de las neuronas DA de la SN, también
pueden sensibilizar transitoriamente los autorreceptores de dopamina de tipo D2 (D2-AR) inhibidores en las
neuronas DA de la SN que involucran al sensor de Ca®* neuronal NCS-1, en un supuesto bucle de
retroalimentacién protectora. Este mecanismo de retroalimentacién esta mediado por LTCCs Cav1.3, sirviendo
como una fuente de Ca®* para NCS-1 en neuronas DA de la SN, apoyando su unién dependiente de Ca?* a D2-
ARs, y previniendo su desensibilizacién (Dragicevic et al., PMID: 24934288) y probablemente contrarresta los
niveles elevados de estrés metabdlico oscilatorio dependientes de la actividad y la muerte celular (Guzman et
al., 2010, PMID: 21068725). Pero se observé sélo de forma transitoria en las neuronas DA de la SN de ratén
en respuesta a niveles elevados de dopamina, por ejemplo, debido a la administracién in vivo de L-DOPA
(todavia el patrén de oro en la terapia de la PD). En resumen, los papeles fisioldgicos de los LTCCs Cav1.3 en
las neuronas DA de la SN parecen ser complejos y alin no estén claros, y queda por demostrar en humanos
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un efecto de neuroproteccion causal de los bloqueadores de LTCC (como isradipina), mientras que su efecto
en modelos de ratén de PD no es concluyente/es ambiguo. En resumen, hasta la fecha no se ha demostrado
ningln efecto protector de los DHPs, en particular de la isradipina, en estudios prospectivos.

Por el contrario, los inventores han descubierto sorprendentemente que otro tipo de canal de calcio activado
por voltaje, el canal tipo R o Cav2.3 (o el gen CACNALE, que codifica para todas las variantes de Cav2.3),
contribuye significativamente a la alta vulnerabilidad de las neuronas DA de la SN a los estresores de la PD y
a la degeneracién. Por lo tanto, estos hallazgos desafian la visién actual sobre el papel de los VGCCs tipo L
(Cav1.2/Cav1.3) como factor principal que contribuye a la alta vulnerabilidad de las neuronas DA de la SN a
los estresores de la PD, y como dianas farmacolégicas para la terapia de neuroproteccién de la PD, asi como
la busqueda continua de novedosos inhibidores especificos de los VGCCs tipo L Cav1.3 como nuevos farmacos
de la PD (Kang et al., 2012, PMID: 23093183, Orner et al., 2014, PMID: 24941892).

El inventor demuestra que (i) la actividad de los canales Cav2.3 activados por voltaje es la fuente principal de
oscilaciones de calcio relacionadas con la actividad somatica en los cuerpos celulares de las neuronas DA de
la SN de ratén, y no los VGCC tipo L Cav1.3 0 Cav1.2 (Ortneret al., 2017, PMID: 28592699), que (ii) la actividad
de VGCC Cav2.3 estimula constitutivamente la sefializacién de NCS-1/D2-AR en las neuronas DA de la SN
(como presunta respuesta compensatoria a las oscilaciones de calcio somaticas mediadas por Cav2.3
estresoras), y que (iii) la actividad de NCS-1 si protege a las neuronas DA de la SN de la degeneracion, y que
(iv) las neuronas DA de la SN altamente vulnerables (y sus proyecciones axonales) estan totalmente protegidas
en un modelo de ratén de PD de neurotoxina crénica in vivo (MPTP/probenecida) en ratones KO Cav2.3, con
ablacién genética de Cav2.3 en todas las células. Mientras que las neuronas DA de la SN en un ratén KO NCS-
1 muestran una mayor vulnerabilidad a los estresores degenerativos. Los datos de expresion genética y de
células especificas en humanos complementan estos datos exhaustivos de modelos de ratén (véase los
Ejemplos).

El descubrimiento de los inventores de Cav2.3 como el canal de calcio "estresor" en neuronas DA de la SN
altamente vulnerables, que sin embargo no es regulado negativamente en neuronas DA de la SN en humanos
en la PD, es apoyado por una regulaciéon negativa de Cav2.3 en respuesta a un estresor de la PD (PARK1) en
neuronas motoras vagales dorsales de ratén, ya que estas neuronas muestran un marcapasos basado en
calcio estresor similar, pero por razones desconocidas son mucho mas resistentes que las neuronas DA de la
SN a la degeneracién en la PD (Goldberg et al., 2012 PMID: 22941107, Lasser-Katz et al., 2017, PMID:
28053029).

Estos hallazgos del inventor llevan a la conclusidén de que la modulacién negativa de los canales Cav2.3 ofrece
una via terapéutica novedosa para la PD, y que esta intervencién podria tener efectos de neuroprotecciéon no
sélo para las neuronas DA de la SN sino también para otras neuronas altamente vulnerables en la PD.

Especificamente, la administracién preventiva o la administracién después de un diagnéstico temprano de PD,
de sustancias adecuadas (es decir, antagonistas) que inhiben la actividad funcional de los canales de calcio
Cav2.3 o su expresion funcional, produce una ralentizacién o una detencién de la pérdida progresiva de las
neuronas DA de la SN. Dichas sustancias adecuadas de acuerdo con la presente invencién se refieren a
antagonistas de los canales de calcio tipo R Cav2.3.

El término "modular”" o "modulacién" de acuerdo con la invencidn significa una modulacién negativa y debe de
entenderse como la inhibicién o impedimento parcial o total, por ejemplo, la regulacién negativa de la expresién
funcional del gen de la subunidad alfa 1E del canal de calcio activado por voltaje (CACNA1E).

Eltérmino "reducir” la actividad de un canal de calcio tipo R Cav2.3 significa que la actividad funcional es menor
que bajo condiciones normales, es decir, sin ninguna modulacién del canal de calcio tipo R Cav2.3. La actividad
puede ser total o parcialmente inhibida o bloqueada o interferida.

Cualquier grado en el que se reduzca la actividad funcional o la expresion funcional del canal de calcio tipo R
Cav2.3 significa una modulacién de acuerdo con la invencion.

Preferiblemente, la actividad funcional se reduce hasta 10%, preferiblemente hasta 30%, mas preferiblemente
hasta 50%, aun mas preferiblemente hasta 70% y lo mas preferiblemente hasta 100% en comparacién con la
actividad normal del canal de calcio tipo R Cav2.3.

El término "regulacidén negativa / regulando negativamente” significa que la expresidn funcional se produce en
menor medida que bajo condiciones normales, es decir, sin ninguna modulacién del canal de calcio tipo R
Cav2.3. La expresién puede ser total o parcialmente inhibida o bloqueada o interferida.

Cualquier grado en el que se regule negativamente la expresién del canal de calcio tipo R Cav2.3 significa una
modulacién de acuerdo con la invencién. Preferiblemente, la expresién se regula negativamente hasta 10%,
preferiblemente hasta 30%, mas preferiblemente hasta 50%, aun més preferiblemente hasta 70% y lo més
preferiblemente hasta 100% en comparacién con la actividad normal del canal de calcio tipo R Cav2.3.
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Las construcciones de Crispr/Cas9 de acuerdo con la invencién producen regulacién negativa, modulacién o
prevencién de la expresién.

El término "tratamiento" se refiere a un tratamiento terapéutico, a medidas profilacticas o preventivas, a la
proteccién de neuronas y al aplazamiento de la apariciéon de la enfermedad, en el que el objetivo es retrasar,
prevenir o ralentizar la afeccién o el trastorno patolégico diana. Los sujetos que necesitan un tratamiento
incluyen a aquellos que ya presentan indicadores del trastorno o trastornos, asi como a aquellos propensos a
desarrollar estos trastornos.

Los sujetos de la presente invencién son preferiblemente mamiferos, més preferiblemente humanos.

El término "enfermedades neurodegenerativas" de acuerdo con la divulgacién se refiere a enfermedades con
pérdida progresiva de la estructura y/o funcién de las neuronas, incluyendo la muerte patolégica (es decir,
degeneracion) de las neuronas, en particular, pero no limitado a la degeneracién preferencial de las neuronas
DA de la SN en la PD y durante el envejecimiento.

En otra realizacion, la invencion se refiere al antagonista del canal de calcio tipo R Cav2.3,

en el que el antagonista se utiliza en combinacion con miméticos de dopamina (que deben de entenderse como
todas las sustancias que regulan/modulan el metabolismo de dopamina), tal como L-DOPA y los agonistas de
los receptores de dopamina y/o los inhibidores de la monoaminooxidasa (inhibidores de la MAO). La invencién
también proporciona una composicién farmacéutica que comprende un antagonista del canal de calcio tipo R
Cav2.3 como se define en la presente reivindicacion 1 y al menos un excipiente farmacéuticamente aceptable
y/o al menos un portador.

El término "excipientes farmacéuticamente aceptables" se refiere a excipientes que no producen una reaccién
adversa, alérgica o de otro tipo cuando se administran a un animal, preferiblemente a un humano. Incluye todos
y cada uno de los solventes, medios de dispersién, recubrimientos, agentes antibacterianos y antifungicos,
agentes isotbnicos y retardantes de la absorciéon y similares. Para administracion en humanos, las
preparaciones deben cumplir los estandares de esterilidad, pirogenicidad, seguridad general y pureza.

Tales excipientes farmacéuticamente aceptables son inherentemente no téxicos y no terapéuticos. Los
ejemplos de tales excipientes incluyen intercambiadores de iones, alimina, estearato de aluminio, lecitina,
proteinas de suero, tal como albumina de suero humano, sustancias amortiguadoras tales como fosfatos,
glicina, acido sérbico, sorbato de potasio, mezclas parciales de glicéridos de éacidos grasos vegetales
saturados, agua, sales o electrolitos tales como sulfato de protamina, hidrogeno fosfato disédico, hidrogeno
fosfato de potasio, cloruro de sodio, sales de zinc, silice coloidal, trisalicilato de magnesio, polivinilpirrolidona,
sustancias basadas en celulosa, y polietilenglicol. Los excipientes para las formas tépicas o basadas en gel del
antagonista incluyen polisacaridos tales como carboximetilcelulosa de sodio o metilcelulosa, polivinilpirrolidona,
poliacrilatos, polimeros en bloque de polioxietileno polioxipropileno, polietilenglicol y alcoholes de cera de
madera. Para todas las administraciones se utilizan adecuadamente formularios de depésito convencionales.
Tales formas incluyen, por ejemplo, microcapsulas, nano capsulas, liposomas, comprimidos sublinguales y
preparaciones de liberacién sostenida.

La composicién farmacéutica se puede administrar por diversas vias de administracion. Los ejemplos de vias
de administracién adaptadas incluyen, pero no se limitan a, administracién intramuscular (i.m.), subcutanea,
intravenosa, intraocular, transdérmica, tépica, parenteral, intranasal y oral. La administracién parenteral puede
ser por inyeccién intravenosa (IV), inyeccién subcutanea (s.c.), inyeccién intramuscular (i.m.), inyeccién
intraarterial, inyeccién intratecal (i.t.), inyeccién intraperitoneal (i.p.), o inyeccién directa u otra administracion al
sujeto. Las vias de administracién preferibles son oral y parenteral.

La composiciéon farmacéutica se puede disefiar para ser de accién corta, de liberacién rapida, de accién
prolongada o de liberacién sostenida, tal como se describe en la presente. Por lo tanto, las formulaciones
farmacéuticas también se pueden formular para liberacidén controlada o para liberacién lenta.

La composicion farmacéutica comprende preferiblemente un sistema de administracion que controla la
liberacién de la composicién. Los ejemplos de portadores adecuados para la liberacién sostenida o retardada
incluyen, pero no se limitan a, gelatina, goma arabiga, polimeros de xantano, resinas termoplésticas tales como,
por ejemplo, haluros de polivinilo, ésteres de polivinilo, haluros de polivinilideno y poliolefinas halogenadas,
elastémeros tales como, por ejemplo, brasiliensis, polidienos y gomas naturales y sintéticas halogenadas, y
resinas termoestables flexibles tales como poliuretanos, resinas epoxi, polimeros biodegradables y similares.

La barrera hematoencefalica (BBB) es una barrera fisica y un sistema de mecanismos de transporte celular
entre los vasos sanguineos en el sistema nervioso central (CNS) y la mayoria de las zonas del propio CNS. La
BBB mantiene la homeostasis al restringir la entrada de sustancias quimicas potencialmente nocivas
procedentes de la sangre y permitiendo la entrada de nutrientes esenciales. Sin embargo, la BBB puede
suponer una barrera para la administracién de agentes farmacolégicos al CNS para el tratamiento de trastornos.
La composiciéon farmacéutica se puede utilizar preferiblemente junto con sistemas de administracién que
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faciliten la administracién de los agentes al sistema nervioso central. Por ejemplo, se pueden utilizar diversos
potenciadores de la permeabilidad de la barrera hematoencefalica (BBB) para aumentar de forma transitoria y
reversible la permeabilidad de la barrera hematoencefélica a un agente de tratamiento. Dichos potenciadores
de la permeabilidad de la BBB incluyen, pero no se limitan a, leucotrienos, agonistas de la bradiquinina,
histamina, disruptores de la unién estrecha (por ejemplo, zonulina, zot), soluciones hiperosméticas (por
ejemplo, manitol), agentes contractivos del citoesqueleto y alquilgliceroles de cadena corta (por ejemplo, 1-O-
pentilglicerol). Las vias oral, sublingual, parenteral, de implantacién, nasal y de inhalacién pueden proporcionar
la administracidén del agente activo al sistema nervioso central. En algunas realizaciones, los compuestos de la
presente invencién se pueden administrar al sistema nervioso central con efectos minimos en el sistema
nervioso periférico.

Para la prevenciéon o el tratamiento de la enfermedad de Parkinson, la dosis adecuada del antagonista
dependeréa de la gravedad y el curso de la enfermedad, si los antagonistas se administran con fines preventivos
o terapéuticos, la terapia previa, el historial clinico del paciente y la respuesta al antagonista, y la discrecién del
médico tratante. El antagonista se administra adecuadamente al paciente de una sola vez o en una serie de
tratamientos.

En una realizacién de la composicién farmacéutica, el antagonista se utiliza en combinacién con miméticos de
dopamina (que deben de entenderse como todas las sustancias que regulan/modulan el metabolismo de la
dopamina), como L-DOPA y los agonistas de los receptores de dopamina y/o los inhibidores de la
monoaminooxidasa (inhibidores de la MAO).

Una "muestra biolégica" de acuerdo con la presente invencidén se refiere a tejido, células primarias, lineas
celulares que expresan endégenamente el canal ibnico Cav2.3 o lineas celulares transfectadas o estimuladas
de forma transitoria o estable para expresar el canal ibnico Cav2.3 o cualquier fraccién del mismo. En estas
muestras bioldgicas, la actividad de los canales Cav2.3 se puede investigar mediante técnicas biofisicas (por
ejemplo, pero sin limitarse a métodos electrofisioldégicos, de conductancia, impedancia o espectrales), mediante
desplazamiento radiométrico o de fluorescencia, 0 mediante sefiales relacionadas con una actividad del canal
Cav2.3 como, por ejemplo, pero sin limitarse al potencial de membrana, conductancia, o cambios de calcio u
otros portadores de carga detectados por métodos 6pticos, biofisicos, eléctricos o analiticos.

Los métodos de acuerdo con la invencién se pueden realizar como se describe en McManus OB (2014) HTS
assays for developing the molecular pharmacology of ion channels. Curr Opin Pharmacol. 15:91-96. Y en Hai-
bo YU, Min LI, Wei-ping WANG, Xiao-liang WANG (2016) High throughput screening technologies for ion
Channels, Acta Pharmacologica Sinica 37: 34-43

La medicién de la inhibicién del canal de calcio tipo R Cav2.3 se puede realizar ademas utilizando métodos
estandar electrofisiolégicos, analiticos, biofisicos, de unidén, de fluorescencia o de luminiscencia como se
describe en el Assay Guidance Manual, segln la actualizacién del 31 de marzo de 2017
(https:/iwww.ncbi.nim.nih.gov/books/NBK100915/). Este incluye métodos para:

- evaluar las corrientes (por ejemplo, métodos electrofisiolégicos, de fijacién en parche o de impedancia);

- el cambio de las concentraciones de iones o las diferencias de carga entre dos compartimentos (incluyendo,
pero no limitado a, soluciones intracelulares y extracelulares) utilizando calcio u otro portador de carga
adecuado (por ejemplo, pero no limitado a bario) ya sea etiquetado o sin etiquetar. La lectura puede realizarse
mediante fluorescencia, luminiscencia, sensores de voltaje unidos a la membrana o métodos analiticos;

- el desplazamiento de agentes etiquetados (por ejemplo, agentes etiquetados con radio o fluorescencia que
tienen afinidad por el canal o por alguno de sus sitios moduladores.

Descripcion breve de las figuras
Figuras

La Figura 1 demuestra que la autoinhibicién de dopamina sensibilizada en neuronas maduras DA de la SN esta
mediada por Cav2.3, Ca®" y la interaccién de NCS-1/D2-AR. a, Actividad de neurona DA de la SN registrada a
partir de cortes de cerebro in vitro en parche perforado (inserto). Aplicacién del bafio de dopamina (100 uM)
segln se indica. b-f, Frecuencias normalizadas graficadas en el tiempo para todas las neuronas DA de la SN
analizadas (conjunto de datos en b parcialmente de Dragicevic et al., 2014, PMID: 24934288. Aplicacién de
isradipina (300 nM), SNX-482 (100 nM) y cepa de ratdn segun se indica (WT, KO NCS-1, KO Cav2.3). g,
Actividad relativa de neuronas DA de la SN (de Fig. 1b-f, y Fig. 5 a-i) en el tltimo minuto en dopamina. h, Los
resultados de UV-LMD y RT-qPCR para Cav2.3, Cav1.2, Cav1.3, sensor neuronal de Ca®* NCS-1, y para
autoreceptores de dopamina (variantes de empalme cortas y largas de D2s/D2l) en neuronas DA de la SN de
ratén juvenil y adulto. Imagenes superiores: seccién de cerebro de ratén juvenil antes y después de UV-LMD.
Barras de escala: 250 um / 10 ym. Imagenes inferiores: Lugar de inyeccién estriatal de un cerebro de ratén
adulto trazado retrégradamente, alineado con el atlas del cerebro de ratén y neurona DA de la SN etiquetada.
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Barras de escala: 10 ym. Datos detallados en las Tablas Suplementarias S4, S5, S7A (Figs. 11, 12, 14). Barras
de error: SEM.

La Figura 2 muestra que las oscilaciones de Ca?* relacionadas con la actividad somatica en las neuronas DA
de la SN estdn mediadas en gran medida por los canales Cav2.3. Las neuronas se registraron en la
configuracién de fijaciéon en parche perforado mientras se obtenian imagenes simultaneas de la dinamica de
Ca?* somatica (inserto a). a-c, Izquierda: Registros de una neurona DA de la SN WT (a), una neurona DA de la
SN KO Cav2.3 (b), y una neurona DA del VTAWT (c). Los registros continuos ilustran el disparo del potencial
de accion (AP) y las oscilaciones de Ca®* asociadas. Derecha: Media de 20 APs y oscilaciones medias de Ca?*
asociadas para las neuronas de la izquierda. Los rastros individuales se superponen en gris. d, Izquierda: Pico
promedio y transitorio de Ca®* de todas las neuronas DA de la SN WT analizadas (n=8; rastro negro) y DA de
la SN KO Cav2.3 (n=9; rastro azul), y mesolimbicas DA del VTAWT (n=7; rastro rojo). Derecha: Resumen de
diagramas de caja que muestran las amplitudes maximas de las oscilaciones de Ca®* relacionadas con el pico
de todas las neuronas analizadas. e, Izquierda: Transientes relacionados con la actividad de Ca®* inducidos
por voltaje (inserto) de una neurona DA de la SN WT en ausencia (rastro negro) y presencia (rastro rojo) de
100 nM de SNX-482. Derecha: Sefiales relativas de Ca®* de todas las neuronas DA de la SN analizadas en
ausencia y presencia de SNX-482 y sefial relativa restante de Ca?* en SNX-482. Cajas: percentiles 25 y 75,
Bigotes: percentiles 10 y 90. Todos los datos detallados en la Tabla Suplementaria S6A/B (Fig. 13).

La Figura 3 demuestra una mayor vulnerabilidad de las neuronas DA de la SN en KO NCS-1, y una proteccién
completa y selectiva de las neuronas DA de la SN en ratones KO Cav2.3 en un modelo de ratén de PD (MPTP).
alc, Izquierda: Inmunotincién de TH de secciones estriatales de ratones WT, KO NCS-1 y KO Cav2.3 tratados
repetidamente con MPTP/probenecida o salina como controles, segln se indica. Mitad: Cuantificacién de la
densidad optica de la sefial de TH en el estriado dorsal (DS) y el estriado ventral (VS), y sefial de TH restante
relativa en ratones MPTP. Barras de error: SD. Derecha: Intensidades medias para todas las secciones
analizadas para todos los animales. Barras de error: SEM. b/d, Izquierda: Inmunotincién de TH de secciones
coronales del mesencéfalo de ratones WT, KO NCS-1 y KO Cav2.3 tratados repetidamente con
MPTP/probenecida o salina, segun se indica. Mitad: Cuantificacién estereol6gica de las neuronas DA de la SN
y DA del VTA, y neuronas restantes relativas en ratones MPTP. Barras de error: SD. Derecha: Nidmero medio
absoluto de neuronas DA de la SN contadas para todas las secciones analizadas de todos los animales. Barras
de error: SEM. Los valores de los datos y el analisis de bootstrap adicional se detallan en la Tabla Suplementaria
S8B/C/D (Fig. 15) y en la Fig. 6.

La figura 4 muestra el analisis especifico de células de las neuronas DA de la SN en ratones KO NCS-1y en
cerebros humanos post mortem. a, UV-LMD y RT-qPCR de Cav2.3 en neuronas DA de la SN de ratones WT y
KO NCS-1 jévenes y envejecidos (1.5 afios). Barras de error: SEM. b, Izquierda: Secciones del mesencéfalo
tefiidas con tirosina hidroxilasa de ratones WT y KO NCS-1 juveniles (PN13). Superior derecha: Cuantificacion
estereoldgica del numero de neuronas DA de la SN en ratones WT y KO NCS-1 a cuatro edades diferentes.
Barras de error: SD. Inferior derecha: Nuimeros absolutos medios de neuronas DA de la SN contadas para
todas las secciones analizadas para todos los animales (en PN13). Barras de error: SEM. ¢, Fotografias:
Neuronas DA de la SN de humano positivas para neuromelanina procedentes de secciones cerebrales post
mortem antes y después de UV-LMD. De izquierda a derecha: Cuantificacién por RT-qPCR de las proporciones
de ARNm de NCS-1/Cav2.3 y ARNm de NADH deshidrogenasa ND1 (codificada por ADN mitocondrial), asi
como cuantificacion por gPCR de los niveles de ADN gendémico de ND1, y de las proporciones genémicas de
ND4/ND1 como se midieron para la integridad del ADN mitocondrial (en relacién con el ADN mitocondrial
totalmente intacto de muestras de sangre humana frescas) para neuronas DA de la SN de humano procedentes
de cerebros de pacientes con PD y de controles sanos adultos y envejecidos. d, Izquierda: Representacién
topolégica de las mutaciones sin sentido de novo (puntos coloreados) identificadas en pacientes con NDD/ID
con respecto a la localizacién de los exones faltantes (estrellas coloreadas) en CACNA1E (codificando todas
las variantes de empalme Cav2.3 a-e). Derecha: Combinacién del uso del exén en las seis variantes de
empalme Cav2.3 conocidas, en negritas la variante detectada en neuronas DA de la SN individuales. Todas las
barras de error: SEM. Todos los datos detallados en las Tablas Suplementarias S7B/C, S8A (Figs. 14, 15).

La Figura 5 muestra que la autoinhibicién de dopamina sensibilizada en neuronas maduras DA de la SN esta
mediada por Cav2.3, Ca®" y la interaccién de NCS-1/D2-AR. a-i, Experimentos como en la Fig. 1. Frecuencias
normalizadas graficadas en el tiempo para todas las neuronas DA de la SN analizadas. Aplicacién del bafio de
dopamina (100 uM) segun se indica. Aplicacion de EGTA (0.1 mM, célula entera), isradipina (300 nM), 2941
(10 pM), SNX-482 (100 nM), MVIIC (1uM) y cepa de ratdn segln se indica (WT, KO NCS-1, KO Cav2.3). j,
Actividad relativa de las neuronas DA de la SN (de la Fig. E1a-i) en el Ultimo minuto en dopamina. h, Resultados
de UV-LMD y RT-gPCR para Cav2.3, Cav1.2, Cav1.3, sensor neuronal de Ca®* NCS-1, y para autoreceptores
de dopamina (variantes de empalme cortas y largas de D2s/D2l) en neuronas DA de la SN de ratén juvenil y
adulto. Fotografias superiores: seccidén del cerebro de ratdén juvenil antes y después de UV-LMD. Barras de
escala: 250 um / 10 pm. Fotografias inferiores: Lugar de inyeccidén estriatal de un cerebro de ratén adulto
trazado retrégradamente, alineado con el atlas del cerebro de ratén y neurona DA de la SN etiquetada. Barras
de escala: 10 ym. Datos detallados en las Tablas Suplementarias S4, S5, S7A (Figs. 11, 12, 14). Cajas:
percentiles 25y 75, Bigotes: percentiles 10 y 90.
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La Figura 6 muestra una mayor vulnerabilidad de las neuronas DA de la SN en KO NCS-1, y una proteccién
completa y selectiva de las neuronas DA de la SN en ratones KO Cav2.3 en un modelo de ratén de PD (MPTP).
alc, Izquierda: Cuantificacién de la densidad éptica de la sefial de TH en el estriado dorsal (DS) y el estriado
ventral (VS) en ratones WT, KO NCS-1 y KO Cav2.3 en salina y tratados con MPTP. Barras de error: SD. Mitad:
sefiales de TH medias relativas restantes en DS y VS en animales tratados con MPTP, con respecto a las
sefiales medias de los respectivos grupos de animales tratados con salina, sin y con aproximacién de analisis
de bootstrap. Barras de error: SD. Derecha: NiUmero medio absoluto de neuronas DA de la SN contadas para
todas las secciones analizadas de todos los animales. Barras de error: SEM. b/d, Izquierda: Cuantificacion
estereolégica de las neuronas DA de la SN y DA del VTA en ratones WT, KO NCS-1 y KO Cav2.3 en salina y
tratados con MPTP. Barras de error: SD. Mitad: nUmero medio relativo restante de neuronas DA de la SN y DA
del VTA en animales tratados con MPTP, con respecto a las sefiales medias de los respectivos grupos de
animales tratados con salina, sin y con aproximacion de anélisis de bootstrap. Barras de error: SD. Derecha:
Numero medio absoluto de neuronas DA del VTA contadas para todas las secciones analizadas de todos los
animales. Barras de error: SEM. Todos los datos se detallan en la Tabla Suplementaria S8B/C/D (Fig. 15).

La figura 7 muestra el anélisis especifico de células de las neuronas DA de la SN en ratones KO NCS-1y de
cerebros humanos post mortem. a, UV-LMD y RT-qPCR de Cav2.3 en neuronas DA de la SN de ratones WT y
KO NCS-1 jévenes y envejecidos (1.5 afios). b, lIzquierda: Secciones del mesencéfalo tefiidas con tirosina
hidroxilasa de ratones WT y KO NCS-1 juveniles (PN13). Derecha superior: Cuantificacién estereol6gica del
ndmero de neuronas DA de la SN en ratones WT y KO NCS-1 a cuatro edades diferentes. Derecha inferior:
Numeros absolutos medios de neuronas DA de la SN contadas para todas las secciones analizadas para todos
los animales (en PN13). ¢, Fotografias: Neuronas DA de la SN de humano positivas para neuromelanina
procedentes de secciones cerebrales post mortem antes y después de UV-LMD. De izquierda a derecha:
Cuantificacién por RT-gPCR de las proporciones de ARNm de NCS-1/Cav2.3 y ARNm de ND1 de NADH
deshidrogenasa (codificado por ADN mitocondrial), asi como cuantificacién por gPCR de los niveles de ADN
gendémico de ND1, y de las proporciones gendémicas de ND4/ND1 como se midieron para la integridad del ADN
mitocondrial (en relacién con el ADN mitocondrial totalmente intacto de muestras de sangre humana frescas)
para neuronas DA de la SN de humano procedentes de cerebros de pacientes con PD y de controles sanos
adultos y envejecidos. d, Superior izquierda: Representacién topoldgica de las mutaciones sin sentido de novo
(puntos coloreados) identificadas en pacientes con NDD/ID con respecto a la localizacién de los exones
faltantes (estrellas coloreadas) en CACNA1E (codificando todas las variantes de empalme Cav2.3 a-e).
Derecha superior: Combinacién del uso del exdn en las seis variantes de empalme Cav2.3 conocidas, en
negritas variante detectada en neuronas DA de la SN individuales. Inferior: El alineamiento multiple de
secuencias de proteinas muestra la alta conservacion de todos los residuos mutados excepto uno (I1283N) en
Cav2.3 en comparacién con otras proteinas Cav1/Cav2 humanas (aminoécidos idénticos mostrados como
puntos). La localizacién relativa de los dominios transmembranales o de la regién del poro se representa
mediante recuadros azules. Los residuos positivos altamente conservados de uno de los dominios S4 de
CACNA1E implicados en la deteccidn de voltaje se muestran con fondo gris (alineamiento superior izquierdo).
Cajas: percentiles 25 y 75, Bigotes: percentiles 10 y 90. Todos los datos detallados en las Tablas
Suplementarias S7B/C, S8A (Figs. 14, 15).

La Figura 8 muestra la Tabla Suplementaria S1 que representa los detalles de los cebadores de PCR multiplex
(externo) y de PCR anidado (interno).

La Figura 9 muestra la Tabla Suplementaria S2 que representa los detalles de los ensayos de qPCR con
TagMan y la informacién de la curva estdndar. Todas las sondas estan etiquetadas con 5-FAM (6-
carboxifluoresceina) y 3-NFQ (extintor no fluorescente). P: sonda, F: cebador delantero, R: cebador reverso;
m: ratén, h: humano; pb: tamafio del amplicén; EB: limite del ex6n abarcado; T. umbral para analisis; Y:
Intercepto Y de la curva estandar. Y, pendiente y R? expresado como media + SEM.

La Figura 10 muestra la Tabla Suplementaria S3 que representa los detalles de los mesencéfalos humanos
post mortem analizados. Abreviaciones: CERAD: Consorcio para establecer un registro para la enfermedad de
Alzheimer; PMI: intervalo en horas post mortem, RIN: Numero de integridad del ARN; PD: Enfermedad de
Parkinson; EA: Enfermedad de Alzheimer; + utilizado para la cuantificacién del ARNm de ND1; ~utilizado para
la cuantificacién del ARNm de NCS-1 y Cav2.3, #utilizado para la cuantificacién del ADN gendémico mitocondrial
de ND1y ND4.

La Figura 11 muestra la Tabla Suplementaria S4 que representa la actividad in vitro de las neuronas DA de la
SN en el ultimo minuto en dopamina. Los datos y las estadisticas para las graficas mostradas en la Fig. 1b-gy
la Fig. 5a-j se expresan como media, + SD, +SEM, mediana e intervalo de confianza (Cl) del 95%. Los
parametros se obtuvieron a partir de registros perforados/unidos a células, si no estan marcadas con® para
registros de células completas. n representa el nUmero de neuronas DA de la SN analizadas. Las significancias
de acuerdo con las pruebas U de Mann-Whitney (MWU) (valores significativos en negritas). *Conjunto de datos
extraidos en parte de (Dragicevic et al., 2014, PMID: 24934288).

La Figura 12 muestra la Tabla Suplementaria S5 que representa los parametros de marcapasos in vitro de las
neuronas DA de la SN. Los datos se expresan como media, +SD, +SEM, mediana e intervalo de confianza (IC)
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del 95% para la frecuencia del marcapasos basal y la precisién del marcapasos (expresada como coeficiente
de variacion del intervalo entre picos, CV ISI, asi como valores CV2). n representa el nimero de neuronas DA
de la SN analizadas. Significancia de acuerdo con la prueba MWU (valores significativos en negritas).

La Figura 13 muestra la Tabla Suplementaria S6 A/B que representa la obtencién de imagenes de calcio en las
neuronas DA de la SNy VTA. Los datos y las estadisticas de las graficas que se muestran en las Figs. 2a-c (A)
y 2d (B) expresados como media, +SD, +SEM, mediana e intervalo de confianza (Cl) del 95%. n representa el
nimero de neuronas DA analizadas. Significancias de acuerdo con MWU *no pareado (A) y #pareado (B)
(valores significativos en negritas).

La Figura 14 muestra la Tabla Suplementaria S7 A/B/C que representa los datos de qPCR de células
individuales de neuronas DA de la SN de humanos y de ratén. Los datos de RT-qPCR y las estadisticas de los
genes como se indica en las graficas mostradas en la Fig. 1h (A), Fig. 4a (B) y Fig. 4c (C) dado como media, *
SD, +SEM, mediana e intervalo de confianza (Cl) del 95%. n representa el nimero de muestras DA de la SN
analizadas. Significancias de acuerdo con las pruebas *MWU- o #Kruskal-Wallis (valores significativos en
negritas). Si la prueba de Kruskal-Wallis mostrd diferencias significativas, se indican los valores p individuales
de la prueba de comparaciones miltiples de Dunn. Para el ARNm de ND1: adulto versus envejecido, p =
<0.0001; adulto versus PD, p = 0.0009; envejecido versus PD, p = >0.9999. Para hND4/hND1: sangre versus
adulto, p = 0.0172; sangre versus envejecido, p = 0.2999; sangre versus PD, p = 0.0314.

La Figura 15 muestra la Tabla Suplementaria S8 A/B/C/D que representa los datos de estereologia y
densiometria.

Los datos y las estadisticas de las gréficas mostrados en la Fig. 4b (A), Fig. 3 (B,C) y Fig. 6 (D) dado como
media, + SD, +SEM, mediana e intervalo de confianza (Cl) del 95%. n representa el nimero de ratones
analizados (excepto para D). Significancia de acuerdo con *MWU- o #prueba de Kruskal-Wallis "con prueba de
Dunn no corregida (valores significativos en negritas). La *prueba T sélo se utilizé para las fibras y neuronas
restantes relativas sin analisis de bootstrap (véase la Tabla Suplementaria S8C). Se calculé la pérdida relativa
de las sefiales de TH (%) en el estriado dorsal (DS) y ventral (VS) y la pérdida relativa de neuronas DA de la
SN y DA del VTA, ademas de la normalizacién a los valores medios respectivos del grupo tratado con salina
(véase Tabla Suplementaria S 8C) como aproximacién de bootstrap (véase Tabla Suplementaria S8D y métodos
para mas detalles).

La Figura 16 muestra la Tabla Suplementaria S9 que representa las mutaciones de novo en el sitio de empalme
y sin sentido en CACNA1E identificadas en pacientes con trastornos del neurodesarrollo (NDD) y discapacidad
intelectual (ID). Dos mutaciones alteran los sitios de empalme invariantes del intrén 11 y el intrén 35, lo que se
predice que interfiere gravemente con el empalme y probablemente conduzca a la omisién del exén. Se predice
que esto resulte en un cambio de marco consecutivo y a un codén de paro prematuro, en el primer caso y en
una deleciéon dentro del marco de 22 aminoacidos (incluidos 18 residuos altamente conservados del dominio
transmembranal IVS5) en el segundo caso, de modo que ambas alteraciones del sitio de empalme representan
muy probablemente alelos LoF. Las seis mutaciones de novo son alteraciones sin sentido localizadas en
diferentes partes de la proteina Cav2.3.

La Figura 17 ilustra como conclusién de la invencién los roles funcionales bidireccionales de Cav2.3 en las
neuronas DA de la SN que se desequilibran debido a desencadenantes neurodegenerativos adicionales
(estresores de la PD como el envejecimiento, genes PARK, factores ambientales).

Descripcidn detallada de la invencién

De acuerdo con la invencién, se ha demostrado que mediante la combinacién de registros de fijacién en parche
de cortes de cerebro con obtencién de imagenes de Ca®*, herramientas farmacolégicas y genéticas, asi como
mediante analisis moleculares y bioldgicos especificos de células de neuronas DA de la SN de ratén y de
humano, que un tipo de VGCCs, los llamados canales de Ca?* tipo R Cav2.3, estimulan persistentemente la
unién de NCS-1 a D2-ARs en neuronas maduras DA de la SN de ratones adultos, y por lo tanto sensibilizan
constantemente sus respuestas inhibitorias autorreceptoras de dopamina D2-AR (Fig. 1, Fig.5). En la presencia
del bloqueador del canal Cav2.3 SNX-482 y en un ratdn inactivado (KO) en Cav2.3, la mayoria de las neuronas
adultas DA de la SN mostraron ahora respuestas D2-AR desensibilizadas, normalmente sélo encontradas en
las de ratones mas jovenes (Fig. 1e-g). El amortiguar el Ca2+ interno (0.1 mM de EGTA), utilizando un péptido
que bloquea la unién de NCS-1 a D2-AR, y la eliminacién de NCS-1 tuvieron efectos similares sobre las
respuestas maduras de D2-AR que la inhibicién o pérdida de Cav2.3 (Fig. 1c, g, Fig. 5b, f). Por el contrario, el
bloqueador de LTCC isradipina (300nM) VGCCs tipo P/Q (1 uM de o-conotoxina MVIIC) y tipo T (10 uyM de
Z941) no alter6 sustancialmente la autoinhibicién de dopamina sensibilizada de las neuronas DA de la SN (Fig.
1d, g, Fig.5e, g). Esto confirma que el acoplamiento funcional de Cav2.3, NCS-1 y la sefializacién D2-AR es
crucial para mantener constantemente sensibilizadas las respuestas inhibitorias a dopamina en las neuronas
maduras DA de la SN. Consistente con un papel prominente de los canales Cav2.3 en las neuronas DA de la
SN, los resultados de la RT-gPCR cuantitativa especifica de las células de los inventores (Fig. 1h, Fig. 4d, Fig.
5j-m) muestran que Cav2.3 (mas precisamente la variante de empalme Cav2.3e) es la principal isoforma VGCC
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en las neuronas DA de la SN de ratones adultos; los niveles de ARNm de Cav2.3e (asi como los de D2-AR,
variantes de empalme cortas y largas) aumentan con la maduracién postnatal, mientras que los de LTCCs
Cav1.3 y Cav1.2 disminuyen. Esto esta en linea con una reduccion respectiva dependiente de la edad de las
corrientes LTCC y de la contribucién de Cav1.3 para la sensibilizacion de D2 AR en neuronas DA de la SN
juveniles, pero no adultas (Branch et al, 2016 PMID: 27053209). Las respuestas de D2-AR sensibilizadas
inhiben la actividad de marcapasos (y el estrés metabdlico asociado) en mayor medida, y su dependencia de
Cav2.3 apunta a un bucle de retroalimentacion inhibitorio protector, ya que la actividad de Cav2.3 también
podria contribuir a la entrada de Ca2+ dependiente de la actividad y, por tanto, a la actividad estresora, la carga
de Ca2+ y una alta carga metabdlica en las neuronas DA de la SN adultas.

Para demostrar directamente que Cav2.3 contribuye significativamente a la dinamica de Ca®* somatica
dependiente de voltaje durante la actividad de marcapasos (Guzman et al., 2010, PMID: 21068725), se combiné
la electrofisiologia de cortes cerebrales con la obtencién de imagenes ratiométricas de Ca?* (Fig. 2). De hecho,
las oscilaciones de Ca?* relacionadas con la actividad somética en las neuronas DA de la SN estaban en gran
medida mediadas por Cav2.3. Las oscilaciones de CA%* dependientes de la actividad somaética se redujeron
drasticamente en el cuerpo celular / soma de las neuronas DA de la SN de ratones adultos KO Cav2.3 durante
la actividad espontanea (Fig. 2a-c), mientras que no se vieron afectadas significativamente en el cuerpo celular
de las neuronas DA de la SN WT en presencia del inhibidor de LTCC isradipina (Ortner et al., 2017, PMID:
28592699). Ademas, en las neuronas DA de la SN de ratones WT, en presencia del inhibidor de Cav2.3 SNX-
482, los transientes de Ca®* somaéticos inducidos por el potencial de accion también se redujeron
significativamente (Fig. 2d), mientras que las neuronas DA del VTA mesolimbicas més resistentes de WT casi
no mostraron oscilaciones somaticas de Ca®* (Fig. 2c, f. y tabla Suplementaria S6 / Figura 13).

Estos datos indican funciones bidireccionales de Cav2.3 en las neuronas DA de la SN: (i) afluencia de Ca2+
dependiente de la actividad, causando potencialmente un elevado estrés metabdlico como se ha demostrado
para los canales tipo L (Guzman et al., 2010, PMID: 21068725), y (ii) estimulacién por retroalimentacién de la
actividad inhibidora de NCS-1/D2-AR, reduciendo el estrés metabdlico relacionado con la actividad, y
probablemente protegiendo a las neuronas DA de la SN de la sobrecarga de Ca2+ y la degeneracion (Duda et
al., 2016, PMID: 26865375). Esta hipétesis predice que la alteracién de este delicado equilibrio mediante la
reduccién de la expresién de NCS-1 deberia aumentar la vulnerabilidad de las neuronas DA de la SN a los
estresores de la PD, mientras que la reduccion de la expresion de Cav2.3 deberia tener el efecto contrario.

Para confirmar su hipétesis, el inventor aplicé un modelo de PD de neurotoxina crénica (MPTP/probenecida) a
ratones KO NCS-1, KO Cav2.3 y WT, y compard el patrén y el grado de pérdida inducida de neuronas DA en
el estriado y en el mesencéfalo mediante tincidn con tirosina hidroxilasa (TH) y estereologia (Fig. 3 y E3). En
linea con un efecto de neuroproteccién de NCS-1, la pérdida inducida por toxinas de neuronas DA de la SNy
sus proyecciones axonales en el estriado dorsal fue alrededor del doble en el KO NCS-1 en comparacién con
WT, mientras que no se detectaron tales diferencias en el VTA o el estriado ventral entre WT y KO después de
MPTP. (Fig. 3 a, b, Fig.6a, b). En contraste, y coherente con un efecto degenerativo causal, las neuronas DA
de la SN de KO Cav2.3 fueron completamente rescatadas en este modelo de PD: no se detect6 pérdida de
neuronas DA de la SN en KO Cav2.3, mientras que los animales WT mostraron una pérdida selectiva de DA
de la SN de -50% (Fig. 3 ¢, d, Fig.6 c, d). Las sefiales de TH en el estriado confirmaron un rescate selectivo de
los cuerpos neuronales DA de la SN y sus proyecciones axonales, ya que la sefial restante en el estriado dorsal
era casi el doble de alta en el KO Cav2.3 en comparacién con WT.

Estos datos sugieren una emergente interaccién funcional homeostética antagonista de NCS-1 y Cav2.3. En
linea con esto, los niveles de ARNm de Cav2.3 son significativamente mas bajos en las neuronas DA de la SN
jévenes y envejecidas de ratones KO NCS-1 (Fig. 4a), y los ratones KO NCS-1 mostraron alrededor de 30%
menos neuronas DA de la SN (sin pérdida adicional con el envejecimiento como en WT), mientras que el
namero de neuronas DA del VTA no fue diferente del WT (Fig. 4b, Fig.7b, Tabla S8A). En contraste, las neuronas
DA de la SN de humano de individuos adultos sanos (~42 afios) o envejecidos (-71 afios), y de pacientes con
PD envejecidos (-80 afios) mostraron proporciones similares de ARNm de NCS-1/Cav2.3 (Fig. 4c izquierda,
Fig. 7c izquierda). Sin embargo, indicativo de elevados niveles de estrés mitocondrial, las neuronas DA de la
SN de humano de controles y de pacientes con PD mostraron mayores grados de deleciones de ADN
mitocondrial (definidos por proporciones de ADN gendémico de las subunidades de NADH deshidrogenasa
ND4/ND1 codificadas mitocondrialmente, (Fig. 4c derecha, Fig. 7c derecha), similar a estudios anteriores
(Bender et al., 2006, PMID: 16604074). Ademés, los niveles de ARNm de ND1 fueron elevados en las neuronas
DA de la SN de humano a partir de controles envejecidos y pacientes con PD, mientras que los niveles
gendmicos de ND1 no fueron alterados (Fig. 4c mitad, Fig. 7c mitad), argumentando a favor de una regulacién
positiva de la enzima ND1 en lugar de més mitocondrias en estas neuronas.

En conjunto, estos datos indican que en respuesta al aumento de las deleciones mitocondriales y al estrés
metabdlico durante la edad y la PD, las neuronas DA de la SN de humano regulan positivamente la expresién
mitocondrial de ND1, aparentemente para compensar la disfuncién de la mitocondria, pero son incapaces de
alterar las proporciones de expresién de NCS-1/Cav2.3 como otro mecanismo compensatorio de proteccién.
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En resumen (Fig. 4d), el inventor muestra que los canales Cav2.3 estan activos durante la actividad de
marcapasos y contribuyen sustancialmente a los niveles oscilatorios elevados de Ca?* libre en el soma de las
neuronas DA de la SN de ratén que muestran una vulnerabilidad particularmente alta a los estresores de la PD
y se degeneran preferentemente en la PD. El inventor demuestra que la actividad del canal Cav2.3 estimula
continuamente la sefializacién inhibitoria de NCS-1/D2-AR en las neuronas maduras DA de la SN y que la
pérdida de la actividad de NCS-1 aumenta ain mas la alta vulnerabilidad de las neuronas DA de la SN a la
degeneracion. Las oscilaciones de Ca®* dependientes de la actividad en las neuronas DA de la SN estan
causalmente relacionadas con sus niveles de estrés metabdlico y, como consecuencia a su mayor
susceptibilidad a los estresores de la PD. Sin embargo, sélo en las dendritas distales, pero no en los cuerpos
celulares de las neuronas DA de la SN, estas oscilaciones son sensibles al bloqueador de VGCC tipo L
isradipina (Guzman et al., 2010, PMID: 21068725; Ortner et al., en prensa, PMID), mientras que las
despolarizaciones de bajo umbral en las dendritas proximales son sensibles a los inhibidores de VGCC tipo T
(Evans et al., 2017, PMID: 28264982).

La gendmica proporciona evidencia independiente del papel vital de Cav2.3 para el desarrollo y funcionamiento
del cerebro humano. La secuenciaciéon del exoma completo de mas de 60,700 individuos no ha encontrado
variantes genéticas de pérdida de la funcién (LoF), aunque se esperan mas de 80 variantes de este tipo cuando
se compara con el nivel de variacién genética de todo el exoma. La intolerancia a la variacién de LoF esta
enriquecida en genes relacionados con trastornos del neurodesarrollo (NDD). Estudios de secuenciacién a gran
escala han identificado ocho mutaciones diferentes de CACNA1E (que codifica para Cav2.3) de novo sin
sentido o en el sitio de empalme en pacientes con NDD, discapacidad intelectual o autismo. Estas mutaciones
se localizan cerca o dentro de los dominios transmembranales altamente conservados o de la regién del poro
de Cav2.3, y se predice que son deletéreas (Fig. 7d y Tabla S9 / Fig. 16). Ser4 interesante observar si las
variantes de CACNA1E también estan asociadas con una susceptibilidad alterada a la PD.

El inventor muestra que en los cuerpos celulares de las neuronas DA de la SN las oscilaciones de Ca?* estan
mediadas prominentemente por VGCCs Cav2.3, y se ha proporcionado evidencia de modelos de ratén y
cerebros humanos post mortem para una interaccién funcional antagonista de los canales Cav2.3 y NCS-1 en
las neuronas DA de la SN (Fig. 17): a mayor actividad de NCS-1 mayor actividad estresora de Cav2.3 (y en
menor medida actividad de VGCC Cav1.3) que las neuronas DA de la SN podrian tolerar. Debido a su actividad
de marcapasos estimulada por los VGCCs, y a la estimulaciéon por Ca?* relacionada de la generacién de ATP y
estrés metabdlico, las neuronas DA de la SN "viven al limite" energéticamente (Bolam and Pissadaki, 2012,
PMID: 23008164, Duda et al., 2016, PMID: 26865375), y los estresores adicionales de la PD (como las
mutaciones PARK, los factores ambientales o simplemente el envejecimiento, son todos causantes como un
evento unificador del estrés metabdlico) se suman adicionalmente a su delicado equilibrio y podrian “inclinaries
sobre el borde", Figdd (Bolam and Pissadaki, 2012, PMID: 23008164, Duda et al., 2016, PMID: 26865375,
Surmeier et al., 2017, PMID: 28104909). Este escenario podria explicar la alta vulnerabilidad de las neuronas
DA de la SN y otras neuronas con niveles inherentes de estrés metabdlico més altos a los estresores de la PD,
como se sugirié anteriormente (Duda et al., 2016, PMID: 26865375, Surmeier et al., 2017, PMID: 28104909).
Sin embargo, en contraste con el pensamiento actual, los experimentos de acuerdo con la invencién sugieren
fuertemente que este estrés relacionado con el Ca?* en las neuronas DA de la SN es causado en gran parte
por los VGCCs tipo R Cav2.3, més que por los VGCCs tipo L.

En consecuencia, los hallazgos del inventor son de particular importancia con respecto a los conceptos
terapéuticos de la PD que se centran en la inhibicién de los LTCCs Cav1.3 o Cav1.2 como estrategia de
neuroproteccién, y las pruebas actuales de ensayos clinicos de fase Ill. Los datos de acuerdo con la invencién
predecirian y podrian explicar un posible resultado no concluyente de ese ensayo, similar a los respectivos
estudios de modelos de ratén con PD (lijic et al., 2011, PMID: 21515375; Ortner et al., 2017, PMID:
2859269929). Los niveles plasmaticos que se alcanzan con la dosis méaxima tolerable de 10 mg de
isradipina/dia (Parkinson Study, 2013, PMID: 24123224) podrian no ser suficientes para inhibir los canales
Cav1.3(y Cav1.2) en las neuronas DA de la SN, 2017 PMID: 28592699), y los estudios previos de los inventores
podrian predecir que la inhibicibn de Cav1.3 podria ser protectora solo bajo condiciones que conduzcan a
niveles transientes elevados de dopamina, como la terapia de reemplazo de dopamina (por ejemplo, con L-
DOPA o rasagilina, un bloqueador terapéuticamente relevante de la monoaminooxidasa B) (Dragicevic et al.,
2014, PMID: 24934288, Poetschke et al., 2015, PMID: 26381090; Oertel and Schulz, 2016, PMID: 27577098).

Més importante aun, los hallazgos del inventor identifican a los VGCCs Cav2.3 como dianas moleculares
atractivas para reducir la carga de Ca®>" dependiente de la actividad en las neuronas DA de la SN como
estrategia de neuroproteccién en la terapia de la PD. En linea con los hallazgos de acuerdo con la invencién,
la regulacion negativa de Cav2.3 en respuesta a un estresor de la PD (PARK1 humano) en neuronas
colinérgicas de ratén del nicleo motor dorsal del nervio vago (DMV) ha sido (Goldberg et al., 2012, PMID:
22941107 las neuronas DMV muestran un marcapasos basado en Ca®* estresor similar que las neuronas DA
de la SN, y también muestran las inclusiones de agregados de proteinas tipicos (cuerpos de Lewis) presentes
en la PD, pero por razones desconocidas son mucho menos vulnerables a la degeneracién en la PD que las
neuronas DA de la SN (Lasser-Katz etal., 2017, PMID: 28053029), pero la regulacién negativa de Cav2.3 en
respuesta a factores estresores de la PD puede ofrecer una explicacién.
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En la actualidad no se dispone de ninguna pequefia molécula permeable al cerebro selectiva de Cav2.3
(Schneider et al., 2013, PMID: 24276260, Zamponi et al., 2015, PMID: 26362469) para probar si la inhibicién
farmacolégica de estos canales podria ejercer un fuerte efecto de neuroproteccién como lo que hemos
observado en nuestro modelo de ratén de PD para deficiencia constitutiva de Ca2.3. Basédndose en los
hallazgos de acuerdo con la invencién, debe de perseguirse el descubrimiento de tales compuestos. Basandose
en esta invencidn, las aproximaciones de terapia génica basadas en Crispr/Cas9 que reducen o eliminan la
expresion del gen Cav2.3 (es decir, CACNA1E que codifica para todas las variantes de empalme de Cav2.3
ofrecen una alternativa complementaria, novedosa basada en terapia génica para la terapia de neuroproteccién
de la PD y los trastornos neurodegenerativos relacionados. El inventor disefié y probé con éxito construcciones
de Crispr/Cas9 adecuadas, y un protocolo para su administracidn viral a las neuronas DA de la SN de ratones
WT adultos (Fig. 7e), como prueba de principio para una aproximacion de terapia génica de neuroproteccion
basada en Crispr/Cas9 que reduce la expresién del canal Cav2.3 en neuronas altamente vulnerables, en
particular neuronas DA de la SN para la PD.

Dado que la vulnerabilidad diferencial de las distintas poblaciones neuronales al estresor neurodegenerativo
es una caracteristica distintiva de todas las enfermedades neurodegenerativas, y que el estrés metabdlico
elevado y la alteracidén de la homeostasis del calcio no sblo son factores interdependientes, sino que también
parecen proporcionar un acontecimiento descendente general convergente crucial en las enfermedades
neurodegenerativas y la pérdida de neuronas dependiente de la edad, esta invencidn ofrece con los canales
Cav2.3 dianas atractivas para la intervencién terapéutica de neuroproteccidén no sélo para las neuronas DA de
la SNy de PD, sino también para otras enfermedades neurodegenerativas con patomecanismos relacionados.

Ejemplos
La presente invencidn se ilustra adicionalmente mediante los siguientes ejemplos.
Ejemplo 1: Animales y tratamiento con MPTP (1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina)

Ratones macho C57BL/6 y KO NCS-1 / tipo silvestre (WT) juveniles (-PN13), adultos (-PN90) y envejecidos
(~PN360 y -PN550) (Ng, E. et al. Neuronal calcium sensor-1 deletion in the mouse decreases motivation and
dopamine release in the nucleus accumbens. Behav Brain Res 301, 213-225, doi:10.1016/j.bbr.2015.12.037
(2016)) fueron criados en el animalario de la Universidad de Ulm. Los ratones KO Cav2.3 y controles
(Pereverzev, A. et al. Disturbances in glucose-tolerance, insulin release, and stress-induced hyperglycemic
upon disruption of the Ca(v)2.3 (alpha 1EJ subunit of voltage-gated Ca(2+) channels. Mol Endocrinol 16, 884-
895, do0i:10.1210/mend.16.4.0801 (2002)) fueron criados en la Universidad de Colonia. Las inyecciones y
perfusiones de MPTP se llevaron a cabo en la Universidad de Géttingen. Todos los procedimientos con
animales fueron aprobados por el German Regierungsprésidium Tubingen (Ref: 35/9185.81-3; TV-No. 921,
1043 and 1291, Reg. Nr. 0.147) o el German Landesamt fur Natur, Umwelt und Verbraucherschutz Nordrhein-
Westfalen (Ref: 84-02.04.2016.A505), y llevados a cabo de acuerdo con las directrices respectivas (para MPTP
en particular, véase Jackson-Lewis, Przedborski, 2007, PMID: 17401348). Los ratones fueron inyectados 10
veces con clorhidrato de MPTP (20 mg/kg en salina, por via subcutédnea, Sigma) y probenecida (250 mg/kg en
amortiguador PBS, por via intraperitoneal, Thermo Fisher) durante 5 semanas cada 3.5 dias. E| MPTP atraviesa
la barrera hematoencefalica y su metabolito activo MPP+ es un inhibidor del complejo | de la cadena respiratoria
mitocondrial. MPP+ induce estrés metabélico y pérdida selectiva de neuronas DA de la SN, pero no de neuronas
DA del VTA, y Parkinsonismo en ratones y hombres. La probenecida retrasa la excrecién renal de MPP+ y, por
tanto, las variaciones biolégicas (Meredith, G. E. & Rademacher, D. J. MPTP mouse models of Parkinson's
disease: an update. J Parkinsons Dis 1, 19-33, doi:10.3233/JPD-2011-11023 (2011)). A los ratones de control
sélo se les inyectd salina y probenecida. Una semana después de las Ultimas inyecciones, los ratones fueron
sacrificados y perfundidos con PFA para inmunochistoquimica.

Ejemplo 2: Tejido cerebral humano

Se obtuvieron bloques de mesencéfalo humano post mortem congelados instantaneamente en hielo seco del
Banco Aleman de Cerebros (BrainNet). Toda la informaciéon disponible sobre los respectivos donadores y tejidos
se resumen en la Tabla Suplementaria S3 (Fig. 10). Todos los experimentos con material humano fueron
aprobados por la comisién ética de la Universidad de Ulm (247/10-UBB/bal). El Banco Aleman de Brian obtuvo
el consentimiento de todos los sujetos.

Ejemplo 3: Rastreo retrégrado in vivo

El rastreo retrégrado se realizé esencialmente como se describe en Krabbe, S. et al. Increased dopamine D2
receptor activity in the striatum alters the firing pattern of dopamine neurons in the ventral tegmental area. Proc
Natl Acad Sci U S A 112, E1498-15086, doi:10.1073/pnas.1500450112 (2015). Para el etiquetado retrégrado de
las neuronas DA de la SN nigroestriatales y DA del VTA mesolimbicas de ratones adultos, se inyectaron
retrobeads de latex fluorescente rojo (Lumafluor) unilateralmente en el estriado dorsal (putamen caudado, CPu.
Coordenadas: Bregma (eje y) 0.98 y -0.1 mm, lateral (eje x) 1.9 y 2.70 mm, ventral (eje z) -3.2 mm, 2x 60 nl) o
bilateralmente en el estriado ventral (Nucleo accumbens, ntcleo NAc y envoltura medial.
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Coordenadas: Bregma (eje y) 1.6 mm, lateral (eje x) 0.8 mm, ventral (eje z,) -4.0 mm, 60 nl) de ratones
anestesiados. La inyeccién de retrobead se realizé bajo control estereotactico (Kopf Instruments) con una
jeringa NanoFil conectada a una microbomba (UMP3 con controlador SYS-Micro4; World Precision
Instruments) a una tasa de 50 nl/min para el trazado SN y 30 nl/min para el frazado VTA. Los animales fueron
sacrificados 7 dias (CPu) o 14 dias (NAc) después de la inyeccion de retrobead para la obtencién de imagenes
de calcio (DA del VTA) o UV-LMD vy anélisis de RT-qPCR (neuronas DA de la SN). Los sitios de inyeccidn se
verificaron de acuerdo con el atlas del cerebro del ratén (Paxinos, G. & Franklin, K. The Mouse Brain in
Stereotaxic Coordinates (Academic. Nueva York). (2007)) como se describe en Krabbe S. et al. (ref. como
anteriormente).

Ejemplo 4: Registros electrofisiolégicos in vitro de cortes de cerebro de ratén juvenil y adulto

Las preparaciones de cortes coronales de cerebro de ratén y los registros electrofisioldgicos in vitro de células
completas, células adheridas y fijacién en parche de neuronas DA de la SN en cortes de mesencéfalo de ratén
de 200-250 pm se llevaron a cabo esencialmente como se describe (véase Dragicevic, E. et al. Cav1.3 channels
control D2-autoreceptor responses via NCS-1 in substantia nigra dopamine neurons. Brain 137, 2287-2302,
doi:10.1093/brainfawu131 (2014),; Poetschke, C. et al., Compensatory T-type Ca2+ channel activity alters D2-
autoreceptor responses of Substancia nigra dopamine neurons from Cavl.3 L-type Co2+ channel KO mice. Sci
Rep 5, 13688, doi:10.1038/srep13688 (2015)). Brevemente, las neuronas DA de la SN se identificaron de
acuerdo con su localizacién anatémica, morfologia y huella electrofisioldgica tipica. Los patrones de actividad
se registraron en presencia de 10 yM de DNQX (6, 7-dinitroquinoxalina-2,3-diona, Tocris) y 10 yM de gabacina
(SR95531 hidrobromuro, Tocris) para la inhibicién de la transmisién sinaptica rapida, en parche unido a células
o perforado (100 pg/ml de gramicidina, Sigma) para mantener la sefializacién intracelular (o de célula completa
para 0.1 mM de EGTA, Sigma). Para la autoinhibicién de dopamina, después de registrar un minimo de 5 min
de actividad basal estable, se aplicé 100 uM de clorhidrato de dopamina (Sigma) en aCSF mediante bafio de
perfusién durante 15 min, seguido de 20 min de lavado. La frecuencia media de cada minuto se normalizé a la
frecuencia de linea de base respectiva para cada célula. Para la farmacologia, los cortes se preincubaron con
10 M de DNIP, un péptido que impide la interaccién de D2/NCS-1(Dragicevic, E. et al. véase la referencia
anterior; Saab, B. J. et al. NCS-1 in the dentate gyrus promotes exploration, synaptic plasticity, and rapid
acquisition of spatial memory. Neuron 63, 643-656, doi:10.1016/j.neuron.2009.08.014 (2009)), sintetizado por
Genscript, 860 Centennial Ave. Piscataway, NJ 08854, EE.UU.(http://iww.genscript.com/index.html)., 0 300 nM
de isradipina (Tocris) para bloquear los canales de Ca?* tipo L , 0 10 uM de Z941 (proporcionado por el Prof. T.
P. Snutch, Universidad de Columbia Britanica, 301 - 2185 East Mall, Vancouver, BC Canada V6T1Z4) para
bloguear los canales de Ca®* tipo T (Tringham, E. et al. T-type calcium channel blockers that attenuate thalamic
burst firing and suppress absence seizures. Sci Transl Med 4, 121ra119, doi:10.1126/scitransimed.3003120
(2012)), 0 1 uM de w-conotoxina MVIIC (Tocris) para bloquear los canales de Ca?* tipo N, P/Q, o 100 nM de
SNX-482 (Tocris) para bloquear los canales de Ca®* tipo R, bafio aplicado (en aCSF) durante al menos 30
minutos antes y durante los registros. Las células se volvieron a parchar para realizar registros de células
completas de las propiedades biofisicas basales para verificar la identidad de la DA de la SN (es decir,
componente de hundimiento/corriente |h lenta, corriente tipo A, potenciales de accién amplios).

Ejemplo 5: Obtencién de imagenes de calcio y electrofisiologia combinados a partir de cortes de
cerebro de ratdn adulto

Los experimentos se realizaron de la misma manera que se describié anteriormente (Hess, M. E. et al,
referencia como anteriormente);, Konner, A. C. et al. Role for insulin signaling in catecholaminergic neurons in
control of energy homeostasis. Cell metabolism 13, 720-728, doi:10.1016/j.cmet.2011.03.021 (2011); Ortner et
al., 2017 J. neurosci, en prensa). Las neuronas DA de la SN se identificaron como se describié anteriormente,
y post hoc mediante inmunohistoquimica para TH. Las neuronas DA del VTA mesolimbicas se identificaron
mediante rastreo retrogrado, huellas electrofisiolégicas y post hoc mediante inmunohistoquimica para TH. Para
este estudio s6lo se analizaron las neuronas43 electrotipicas del Nucleo Accumbens / NA del VTA de la
envoltura medial. Los registros de fijacién en parche se realizaron con solucién de pipeta que contiene 1% de
biocitina (Sigma) y (en mM): 128 de gluconato K, 10 de KCI, 10 de HEPES, 2 de MgCI2, y ajustado a pH 7.3
con KOH. Las pipetas se llenaron en la punta con solucién interna y se rellenaron con solucién que contenia
anfotericina B (-200 pg/ml en DMSO, preparado fresco; Sigma). Para la obtencién de imagenes de Ca2+, se
afladieron 250 UM de sulfinpirazona (S9509, Sigma) al aCSF. La configuracién de la obtencién de las imagenes
consistié en una camara CCD Imago/SensiCam con un chip de 640x480 (Till Photonics) y un Policromador IV
(Till Photonics) acoplado mediante una fibra éptica al microscopio vertical. El Fura-2 se excité a 340 nm, 360
nm o 380 nm (espejo dicroico de 410 nm; DCLP410, Chroma). La fluorescencia emitida se detecté a través de
un filtro de paso largo de 440 nm. Los datos se adquirieron como marcos de 80x60 utilizando un agrupamiento
de 8x8 en el chip. Las imagenes se registraron en unidades analédgico a digitales (ADUs) y se almacenaron y
analizaron como imagenes en escala de grises de 12 bits. Antes de establecer los registros con fijacién en
parche, se cargé fura-2 en las neuronas mediante electroporacién (1 V con 1 ms de duracién del pulso a 65 Hz
durante 10 - 15 s). La pipeta de carga contenia salina intracelular y 3.6 mM de fura-2 (sal de pentapotasio,
F1200, Life Technologies). La carga se monitoreo a una excitaciéon de 360 nm para alcanzar estados de carga
comparables (128 £+ 9 ADU, n = 45). Para medir la dindmica del Ca2+, se tomaron pares de marcos excitados
con 340 nm y 380 nm a 25 Hz (actividad de marcapasos) o 10 Hz (potenciales de accidén inducidos por corriente,
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APs). Se utilizd el valor medio de ADU dentro de una regién de interés (ROI) a partir del soma. La ROI se ajustd
para cada célula. Para la "sustracciéon de fondo" de la serie de tiempo completo se eligié una segunda ROI
adyacente. Los datos se analizaron como proporciones normalizadas de fura-2 F340/F380. Se calcularon las
amplitudes medias de 20 oscilaciones para cada neurona analizada. Dado que la dinamica de Ca2+ asociada
al AP depende en fuertemente de la frecuencia, la frecuencia del AP se ajust6 para la obtencién de imagenes
de Ca2+ en todas las neuronas registradas a un valor similar de ~1.5 Hz. Como las neuronas DA de la SN de
ratones (+/+) y C57BL/6 no mostraron diferencias significativas, se agruparon los datos. Para la farmacologia,
se aplicé un bafio de 100 nM de SNX-482 (Tocris) (en aCSF) durante al menos 30 min antes y durante los
registros. Como SNX-482 ademas de Cav2.3 también inhibe los canales de K+ tipo A Kv4.3 sensibles al voltaje
con alta afinidad nanomolar (Kimm, T. & Bean, B. P. Inhibition of A-type potassium current by the peptide toxin
SNX-482. J Neurosci 34, 9182-9189 doi:10.1523/JNEUROSCI.0339-14.2014 (2014)), y como los canales Kv4.3
se expresan de forma prominente en las neuronas DA de la SN, y son cruciales para su actividad de
marcapasos y vulnerabilidad (Kimm, T. & Bean, B. P. Inhibition of A-type potassium current by the peptide toxin
SNX-482. J Neurosci 34, 9182-9189, doi:10.1523/JNEUROSCI.0339-14.2014 (2014)), el inventor realizd
experimentos de obtencién de imagenes de Ca2+ de SNX-482 en presencia de los bloqueadores de canales
tipo A 4-aminopiridina (4 mM, Sigma). Para los experimentos de SNX-482, las neuronas se hiperpolarizaron a
~-70 mV y se inyectaron corrientes despolarizantes (50 - 70 ms, 50 - 80 pA) para inducir dos potenciales de
accidén. El etiquetado con biocitina-estreptavidina combinado con inmunohistoquimica de TH para la
confirmacién del fenotipo DA se realizé como se describe (Hess, M. E. etal. The fat mass and obesity associated
gene (Fto) regulates activity of the dopaminergic midbrain circuitry. Not Neurosci 16, 1042-1048,
doiz10.1038/nn.3449 (2013)).

Ejemplo 6: Crioseccionamiento, microdiseccion con laser UV y analisis de RT gPCR

Se cortaron criosecciones coronales (ratones) y horizontales (humanos) de 12 pym y se montaron en
portaobjetos de membrana PEN (Mirodissect) esencialmente como se describié anteriormente (véase Krabbe
S. et al. (ref. como anteriormente); véase también Schlaudraff, F. et al. Orchestrated increase of dopamine and
PARK mRNAs but not miR-133b in dopamine neurons in Parkinson’s disease. Neurobiol Aging 35, 2302-2315,
doi:10.10161j.neurobiologing.2014.03.016 (2014)). La microdiseccién con laser UV (UV-LMD) de las neuronas
DA de la SN a partir de secciones de mesencéfalo tefiidas con violeta de cresilo de ratones jévenes y tejido
humano, o de secciones de mesencéfalo de ratdén adulto trazadas retrégradamente, se llevé a cabo utilizando
un sistema LMD7000 (Leica Microsystems). La UV-LMD, la lisis celular, la sintesis de ADNc, la precipitacién, la
PCR multiplex anidada (para el analisis de genes marcadores de las muestras murinas) y la PCR cuantitativa
en tiempo real (QPCR) de las muestras de UV-LMD se realizaron como se describe (véase Krabbe S. et al. (ref.
como anteriormente); Schlaudraff, F et al. (ref. como anteriormente); Duda, J., Fouler, M., Grundemann, J. &
Liss, B. Cell-specific RNA quantification in human DA de la SN neurons from heterogeneous post mortem
midbrain samples by UV-laser microdissection and RT-gPCR. Methods Mol Biol (en prensa)). Para las muestras
humanas, sélo se recolectaron neuronas positivas para neuromelanina y sélo se analizaron adicionalmente
muestras de UV-LMD positivas para tirosina hidroxilasa (TH). Para las muestras derivadas de ratén, sélo se
utilizaron para el analisis de qPCR las muestras que expresaban un perfil correcto de genes marcadores:
positivo para TH y negativo para calbindina d28k (CB), proteina acida fibrilar glial (GFAP) y I|-glutamato
descarboxilasa (GADess7). Los detalles de todos los cebadores y ensayos de qPCR (TagMan), y los respectivos
parametros de la curva estandar (derivados de ADNc de ratébn o humano de los respectivos tejidos del
mesencéfalo) utilizados para el anélisis de RT-qPCR se proporcionan en la Tabla Suplementaria S1y S2 (Fig.
8, Fig.9).

Para la cuantificacién absoluta del nimero de moléculas de ADNc de Cav1.2, Cav1.3, Cav2.3 y NCS-1, se
utilizaron cantidades definidas de moléculas de ADN para generar curvas estandar, esencialmente como se
describié anteriormente (Liss, B. et al. Tuning pacemaker frequency of individual dopaminergic neurons by
Kv4.3L and KChip3.1 transcription. EMBO J 20, 5715-5724, doi:10.1093/emboj/20.20.5715 (2001), Ortner, N.
J. et al. Lower affinity of isradipinefor L-type Ca2+ channels during Substantia nigra dopamine neuron-like
activity: implications for neuroprotection in Parkinson’s disease. J Neurosci (en revisién)). Para la amplificacion
de los fragmentos de ADNc que cubren las localizaciones del ensayo TagMan® , se utilizaron los siguientes
cebadores: mCav1.2 delantero: TCACCACTCTGCTGCAGTTC, reverso: GACGAAACCCACGAAGATGT
(tamafio del amplicon: 392 pb), mCav1.3 delantero: TCGGGACTGGTCTATTCTGG, reverso:
TACTTCCCCACCAGTCCTTG (480 pb); mCav2.3 delantero: TTGGATCTGCTTGTGCCCATG, mCav2.3
reverso. GGAATTTGAACGCTTATCCCGAA (tamafio del amplicon: 543 pb o 414 pb dependiendo de la
expresién de la variante de empalme); mMNCS-1 delantero: CCGAGCATGGGGAAATCCAAC, mNCS-1 reverso:
TCATGGCAAAGATCCGGTCCAC (472 pb). Después de la electroforesis en gel, se purificaron los productos
de la PCR (Kit de extraccion del gel QlAquick) y se cuantificaron (con un fluorémetro Qubit 3.0). Se utilizaron
estandares de ADN que contienen 1.000.000 de moléculas hasta 1 molécula (en pasos diluidos 10 veces) para
generar curvas estandar absolutas de ADNc.

La cantidad relativa de ADNc con respecto a una curva estdndar de ADNc derivado de tejido del mesencéfalo
(para el ensayo humano y el ensayo murino de D2s y D2l) y el nimero de moléculas de ADNc (para datos
murinos de Cav1.2, Cav1.3, Cav2.3 y NCS-1) por célula se calcularon de acuerdo con la referencia de Duda,
J. et al. como anteriormente; Grundemann, J., Schlaudraff, F. & Liss, B. UV-laser microdissection and mRNA
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expression analysis of individual neurons from postmortem Parkinson's disease brains. Methods Mol Biol 755,
363-374, doi:10.10071978-1-61779-163-5_30 (2011):

SHCt-intercepto Yipondionie]

cantidad de ADNc/moléculas por célula =
No. de célutas - fraccion de ADNc

Con S = factor de dilucién en serie de la curva estédndar (es decir, 10), NOge ceiuies = NUMero de neuronas DA de
la SN cosechadas por muestra (es decir, 10 para muestras de ADNc de ratén y 20 para muestras de humano
o 1 para muestras de ADN gendmico humano, respectivamente), fraccién de ADNc = fraccién de la reaccién
de ADNc de UV LMD utilizada como templado en las reacciones de qPCR individuales (es decir, ADNc de 5/17
para todos los genes de ratén, 1/9 para Cav2.3 humano, 2/33 para NCS-1 humano y ND1 humano y 1/12 para
ND1/ND4 gendémico humano) y el intercepto Y de los estdndares absolutos, o estandares relativos (). Los
niveles de expresidén de las neuronas DA de la SN de ratén se normalizaron para que fueran iguales a 1, para
los juveniles para las comparaciones con los adultos, y con los WT para las comparaciones KO. Los niveles de
expresion de las neuronas DA de la SN de humano se normalizaron a 1 para los adultos en las comparaciones
de ARNm y ADNg, y a la de los niveles sanguineos no degradados para las proporciones ND4/ND1.

EIADN genémico mitocondrial se aislé de neuronas DA de la SN de humano después de UV-LMD con el Micro
Kit de ADN QiaAmp (Qiagen) como se describid previamente (Muhling, T., Duda, J., Weishaupt, J. H., Ludolph,
A. C. & Liss, B. Elevated mRNA-levels of distinct mitochondrial and plasma membrane Co(2+) transporters in
individual hypoglossal motor neurons of endstage SOD1 transgenic mice. Front Cell Neurosci 8, 353,
doi:10.3389/fncel.2014.00353 (2014)). EI ADN se eluyé en 30 pl de agua de calidad para biologia molecular y
se almacené a 4°C hasta la qPCR. Para el anélisis de la integridad del ADN mitocondrial se determiné el niUmero
de copias del gen humano ND4, que se suprime en el 96% de todos los casos de supresién, asi como el nimero
de copias del gen humano ND1, que casi hunca se suprime en humanos. La proporcién relativa respectiva de
ND4/ND1 (entre 1 y 0) indica el porcentaje de genomas mitocondriales totalmente intactos. (Bender, A. et al.
High levels of mitochondrial DNA deletions in substantia nigra neurons in aging and Parkinson disease. Nat
Genet 38, 515-517, doi:10.1038/ng1769 (2006); He, L. et al. Detection and quantification of mitochondrial DNA
deletions in individual cells by real-time PCR. Nucleic Acids Res 30, €68 (2002); Krishnan, K. J., Bender, A,,
Taylor, R. W. & Turnbull, D. M. A multiplex real-time PCR method to detect and quantify mitochondrial DNA
deletions in individual cells. Anal Biochem 370, 127-129, doi:10.1016/j.ab.2007.06.024 (2007)). Las
proporciones de ND4/ND1 derivadas del ADN aislado fresco de muestras de sangre de humano se utilizaron
como estandar relativo para el ADN mitocondrial totalmente intacto.

Para el analisis de la variante de empalme de Cav2.3, dos fragmentos de ADNc (bucle II-Ill de mCav2.3y C
terminal de mCav2.3) que cubrian los tres sitios de empalme respectivos se amplificaron en una PCR duplex,
seguida de dos reacciones individuales de PCR anidada. Condiciones de la PCR: 15 min, 95°C; 35 ciclos: 30
s a94°C; 1 mina 61°C; 3 min a 72°C; 7 min, 72°C para PCR daplex. 3 min a 94°C; 35 ciclos: 30 s a 94°C; 1
min a 61°C; 1 min a 72°C; 7 min, 72°C para PCR anidadas. Las secuencias de los cebadores se muestran en
la Tabla S1. Los pares de cebadores duplex externos se eligieron utilizando el software Oligo7.60 (posibles
tamafios de amplicén de la PCR del bucle II-lll de mCav2.3: 816 pb, 795 pb y 759 pb; C terminal de mCav2.3:
770 pb y 641 pb). Para las dos PCR anidadas individuales, se utilizaron secuencias de cebadores de 23
(posibles tamafios de amplicén de la PCR del bucle II-Ill de mCav2: 420 pb, 399 pb y 363 pb; C terminal de
mCav2.3: 498 pb y 369 pb). Los productos de la PCR anidada se separaron en un gel de 4% de agarosa
(MetaPhor agarosa, Biozym), y las variantes de empalme expresadas (tejido cerebral completo de ratén como
control positivo, y en neuronas DA de la SN individuales) se identificaron de acuerdo con los tamafios de
amplicén de los productos de la PCR anidada:

Fragmento de la PCR | Fragmento de la PCR
anidada del bucle II-lll anidada del C terminal

Cav2.3a 363 pb 369 pb

Cav2.3b 399 pb 369 pb

Cav2.3c 420 pb 369 pb

Cav2.3d 420 pb 498 pb

Cav2.3e 363 pb 498 pb

Cav2.3f 399 pb 498 pb
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Canal de calcio tipo | F (bucle lI-lll | CCATCTACTTCATTGTGCTCACC | NM_009782.3 | 2043 | 816
R Cav2.3 de ratén | externo)
(Cacnale)
R (bucle II-lll | CCCCTTCATCCAGACTCCG 2858
externo)
F (C terminal | GACAGCAGCTGGAAGAACAGA 5670 | 641
externo)
R (C terminal | GATGGAGCTCTCACTTAGGGAAC 6310
externo)
F (bucle II-Il | GGAGGTCAGCCCGATGTC 2203 | 420
interno)
R (bucle II-lll | GGGCTCCTCTGGTTGTCC 2622
interno)
F (C terminal | CTGAGTGGTCGGAGTGGATAC 5795 | 369
interno)
F (C terminal | AGAGAGGAGGTGCTTTCGTTC 6163
interno)

Fuente de las variantes de empalme utilizadas: Schneider, Dubue, Hescheler: How "Pharmacoresistant” is
Cav2.3, the Major Component of Voltage-Gated R-type Ca2+ Channels? Pharmaceuticals (Basilea).
2013;6(6):759-76. doi: 10.3390/ph6060759.

Ejemplo 7: Inmunohistoquimica

La inmunochistoquimica se realizé esencialmente como se describe en Liss, B. et al. K-ATP channels promote
the differential degeneration of dopaminergic midbrain neurons. Nat Neurosci 8, 1742-1751,
doi:10.1038/nn1570 (2005). Después de la post fijacién de los cerebros en PFA a 4°C, se almacenaron en
0.05% de NaNs; en PBS a 4°C. Antes de cortarlos, los cerebros se incubaron durante 1 h en solucién de corte
(10% de sacarosa y 0.05% de NaNz en PBS) a 4°C. Se cortaron con un vibratomo (VT 10008, Leica) secciones
coronales de 30 pm del mesencéfalo para el analisis estereoldgico y secciones coronales de 100 pym del
estriado coronal para el analisis de las fibras estriatales. Los cortes flotantes libres se lavaron tres veces en
PBS durante 10 minutos cada uno con agitacién (300 rpm, agitador de microplacas, VWR) y se trataron durante
2 h con una solucién de bloqueo (10% de suero normal de cabra, 0.2% de BSA y 0.5% de Triton X-100 en
PBS). Después de lavar los cortes con PBS, se aplicé anti-TH de conejo (1:5000, Merck Millipore) en una
solucién portadora (1% de suero de cabra, 0.2% de BSAy 0.5% de Triton X-100 en PBS) y se incubé durante
toda la noche a temperatura ambiente mientras se agitaba (300 rpm, agitador de microplacas, VWR). Los cortes
se lavaron tres veces en 0.2% de Triton X-100 en PBS durante 10 min y se incubaron con el anticuerpo
secundario (anti-conejo de cabra biotinilado, 1:1000, Vector Laboratories) durante 2 h a temperatura ambiente
mientras se agitaban (300 rpm, agitador de microplacas, VWR) en la solucién portadora como se describid
anteriormente. La tincién de TH se visualizd utilizando un kit DAB (Vector Laboratories). Los cortes se montaron
en portaobjetos de vidrio, se deshidrataron y se cubrieron con un cubreobjetos para anélisis adicional
estereoldgico y de densidad éptica.

Ejemplo 8: Densiometria 6ptica y analisis estereolégico

La densiometria 6ptica y el analisis estereoldgico esencialmente como se describe en Liss, B. et al. (ref. como
anteriormente). Las regiones de interés (estriado dorsal, estriado ventral, SNy VTA) se identificaron de acuerdo
con distintivos anatémicos establecidos (atlas del cerebro de ratén de Paxinos [Paxinos, G. & Franklin, K. The
Mouse Brain in Stereotaxic Coordinates (Academic. Nueva York). (2007)]), y los datos se ajustaron para las
diferencias sisteméaticas en las intensidades de la sefial de TH en las muestras que no se procesaron en
paralelo. Las densidades 6pticas relativas de la sefial de inmunorreactividad de DAB derivada de TH estriatal
se determinaron utilizando software de obtencién de iméagenes digital (imagenologia). Las imagenes se
adquirieron con el software LMD 8.1.0.6156 (Leica). Se cuantificd la sefial de TH-DAB estriatal en 18 secciones
estriatales seriadas dorsales y 10 ventrales, cubriendo todo el eje caudorostral (bregma -0.3 a 1.7 para el
estriado dorsal y bregma 0.6 a 1.7 para el estriado ventral). Las sefiales respectivas de las cortezas se restaron
como fondo.

El ndmero total de neuronas TH* en SN y VTA se determind con estereologia de alta resolucién, utilizando un
método de fraccionamiento 6ptico insesgado (Stereo Investigator Software; MBF Bioscience). Se analizaron 40
secciones seriadas tefiidas con TH, cubriendo todo el eje caudorostral (bregma — 3.8 a -2.7) del mesencéfalo
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murino (cada seccién para SN, cada segunda seccién para VTA). El nimero total estimado de neuronas TH*
(N) se calculé para cada animal de acuerdo con la ecuacién (1):

(MN=XQ-

t
h-asf-ssf

con Q" = numero de neuronas contadas, t = grosor medio de la seccién, h = altura del marco de recuento (es
decir, 11 ym), asf = fraccién de muestreo del 4rea (es decir, 0.44), y ssf = fraccién de muestreo de la seccién
(es decir, 1 para SN y 2 para VTA). Las dimensiones de la rejilla de muestreo eran de 75 x 75 ym (ejes x, y) y
el tamafio del marco de recuento era de 50 x 50 um (ejes X, y). La fiabilidad de la estimacién se evalué mediante
el coeficiente de Gundersen (CE, m = 1) de acuerdo con la ecuacién (2):

- E iV ARens
(2) CE - X ;? SRy

${A-5)-4B 4L
I\ e T e
(3) VARys -
para m=1 con

- 33 —NZ. s -1 F 2 Sul Y A N—~3 3=~y
A= Ty (@)% B = Xisi Q0 Qi €= 2 G2 oon 2 = varianza debida al ruido y VARsgs = varianza
debida al muestreo aleatorio sistematico, de acuerdo con la ecuacién (3) param = 1.

Los valores de CE fueron todos < 0.05 para todos los animales analizados. Los ejes caudorostrales se
generaron graficando las densidades opticas relativas medias o el nUmero absoluto medio de neuronas
contadas para cada seccidn analizada de cada animal.

Ejemplo 9: Alineamiento de secuencias miiltiples y analisis de datos de secuenciacién de exomas a
gran escala

El alineamiento multiple de secuencias de proteinas se realizé mediante Clustal Omega () utilizando los
parametros predeterminados. Para el alineamiento se utilizaron las siguientes secuencias de humano RefSeq:
CACNA1E/Cav2.3 (NP_001192222), CACNA1A/Cav2.1 (NP_075461), CACNA1B/Cav2.2 (NP_000709),
CACNA1S/Cav1.1 (NP_000060), CACNA1C/Cav1.2 (NP_955630), CACNA1D/Cav1.3 (NP_000711), vy
CACNA1F/Cav1.4 (NP_005174). La puntuacidn de la "probabilidad de ser intolerante a la mutacién por pérdida
de funcién (LoF)" (puntuacién pLl) (Lek et al., 2016: PMID: 27535533) se evalu6 en la base de datos EXAC
(http://exac.broadinstitute.org/). Ninguna de las ocho mutaciones de novo descritas en CACNA1E/Cav2.3 en
pacientes con NDD, ID o autismo (presentadas en la Tabla S9 y Fig. 7d) esta presente en mas de 80,000 alelos
de control, y todas ellas se predicen como deletéreas por los programas independientes de prediccién CADD
(Kircheret al., 2014): PMID: 24487276), Polyphen-2 (Adzhubei et al., 2010, PMID: 20354512) y REVEL (lonnidis
etal., 2016, PMID: 27666373). La lista completa de los grupos contribuyentes al Consorcio de Agregacién de
Exomas puede consultarse en http://exac.broadinstitute.org/about.

Ejemplo 10: Eliminacién de canales Cav2.3 mediada por Crispr/Cas9 a través de la administracién viral
a neuronas DA de la SN.

Sintetizamos construcciones del virus adeno-asociado 2 (AAV2) que contenian dos casetes de expresion
independientes: Proteina 9 de Staphylococcus aureus asociada a CRISPR etiquetada con AU1 en el C terminal
(SaCas9) (Ran et al., 2015, PMID: 25830891) impulsada por el promotor del gen de la sinapsina 1 de humano
(hSyn) especifico de neurona, asi como la secuencia de ARN guia (ARNg, T2 o T3) seguida de la secuencia
de andamio especifica de SaCas9 e impulsada por el promotor UB. La construccién se disefié para la
eliminacién mediante la unién de extremos no homélogos (NHEJ). Las secuencias diana, situadas en el exén
1 de Cacna1le, fueron:

CCTTGTCGGTTCCTGCTCTGGTCCGAGT (T2), y

CCGCCGGCCCCGAGGCCGGGACGGGGEGT (T3), mientras que las secuencias subrayadas en negritas
delimitan los motivos adyacentes al protoespaciador (PAM) y las secuencias no subrayadas son
complementarias reversas a la diana Cacnale y corresponden al ARNg. Las construcciones fueron sintetizadas
y amplificadas mediante GenScript (NJ, EE.UU.) y empaquetados en capsides AAV2 por Vigene Biosciences
(MD, EE.UU.). Los titulos fueron de 2.7 (T2) 0 4.2 (T3) * 1013 Ul/ml, respectivamente, y las suspensiones se
inyectaron ya sea sin diluir o diluidas hasta un titulo aproximado de 5 x 1012 Ul/ml en salina estéril. Para la SN
de ratones adultos, se inyectaron en anteroposterior (AP) -3.2 y en mediolateral (ML) 1.0 con respecto al
bregma, 900 nl cada uno a 4.2 y 4.0 mm de la pia. Para las transfecciones combinadas hipocampal / neocortical
(como controles), se inyectaron en AP -2.0 y ML 1.5 en relacidén con el bregma, 500 nl cada unoa 1.3 y 0.8 mm
de la pia (procedimiento similar como en el Ejemplo 3). Los animales se sacrificaron 3-5 semanas después de
la cirugia, y la expresién de Cas9 se confirmé mediante tincién inmunohistoquimica (como en el Ejemplo 7)
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contra AU1 (MMS-130R, Covance, diluido 1:1000). La edicién exitosa del genoma se valida utilizando el kit de
deteccién de mutaciones Surveyor (IDT).

Ejemplo 11: Analisis de datos

El analisis de datos y las ilustraciones gréaficas se realizaron utilizando el software FitMaster (HEKA Electronics),
GraphPad Prism 7 (GraphPad Software, Inc.), Adobe lllustrator CC2015.3 (Adobe Systems Software Ireland
Limited), Igor Pro 6 (Wavemetrics Inc.), Spike2 (CED), Neuroexplorer (Nex Technologies), SDS 2.4 (Applied
Biosystems), Stereo Investigator (MBF Bioscience) e ImageJ (NIH).

Para la normalizacién de los datos de MPTP, ya que no hay controles individuales para los ratones individuales
tratados con MPTP, se calculé el % de fibras / neuronas positivas para TH restantes en los grupos tratados con
MPTP con respecto a la media del grupo correspondiente tratado con salina (particularmente importante para
KO NCS-1, ya que los controles KO tenian un nimero menor de neuronas DA de la SN que WT, comparar Fig.
2e) y proporcionados en la Fig. 3 y Tabla Suplementaria S8C, Fig. 15. En una aproximacién alternativa de
bootstrap, cada valor individual de MPTP se comparé con cada valor individual de salina de los respectivos
grupos para calcular el % de intensidad de la sefial TH restante y el nimero de neuronas (véase Fig.6, y Tabla
Suplementaria S8D, Fig. 15).

Los tamafios de las muestras para todos los datos derivados de ratones se eligieron de acuerdo con el
departamento de Biometria, y de acuerdo con lo aprobado por el "Regierungsprasidium" aleman. El tamafio de
la muestra para los datos post mortem de humano estaba limitado por el tejido respectivo que el inventor podia
obtener del Banco de Cerebros aleman. El experimentador estaba ciego sélo para el analisis estereoldgico. No
se aplicd ningln procedimiento particular para la aleatorizacién/asignacién de los ratones WT y KO a los
respectivos grupos experimentales. Los datos se obtuvieron de al menos N = 3 ratones individuales o N = 5
muestras humanas individuales.

Se probd la presencia de valores atipicos en los datos mediante la funcion ROUT de GraphPad Prism 7. Las
pruebas de diferencias estadisticamente significativas se realizaron en el software GraphPad Prism 7. La
mayoria de las varianzas fueron similares entre los grupos que se compararon. Las pruebas estadisticas
paramétricas sélo se eligieron si los datos tenian una distribuciéon normal. La distribucién normal se probé con
la prueba de normalidad émnibus de D'Agostino-Pearson. Como los valores de n eran bajos en general, se
realizaron sin importar pruebas no paramétricas mas conservadoras en cualquier caso, incluso si los datos
estaban distribuidos normalmente. Para las comparaciones de grupos multiples, Kruskal Wallis no paramétrico
con prueba post hoc de Dunn o si se requiere. Las gréaficas de frecuencia a lo largo del tiempo se analizaron
estadisticamente mediante ANOVA de dos vias de medidas repetidas. Si no se indica lo contrario, se utilizaron
pruebas no pareadas.

Las significancias estadisticas se indican como p < 0.05 (*), p < 0.01 (**), p <0.001 (***) y p < 0.0001 (****), en
la mayoria de los casos se aplicaron pruebas no paramétricas conservadoras; las pruebas individuales se
proporcionan en las Tablas Suplementarias S4-S8 (Fig. 11-15). En las gréaficas de barras, los datos se expresan
como media = SD o SEM (segln se indique). Las lineas horizontales de las graficas de caja indican la mediana
de los datos, el signo + indica la media de los datos, las cajas indican los percentiles 25y 75 y los bigotes los
percentiles 10 y 90 de los datos.

A menos que se definan de otro modo, todos los términos técnicos y cientificos utilizados en la presente tienen
el mismo significado que cominmente entiende un experto en la técnica a la que pertenece esta invencion.
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REIVINDICACIONES

1. Antagonista del canal de calcio tipo R Cav2.3 para uso en el tratamiento de la enfermedad de Parkinson, en
el que el antagonista es una construccion de CRISPR/Cas9, y en el que dicho antagonista inhibe parcial o
totalmente la expresién funcional del gen de la subunidad alfa 1E del canal de calcio activado por voltaje
(CACNA1E).

2. Antagonista del canal de calcio tipo R Cav2.3 para uso de acuerdo con la reivindicacién 1, en el que el
antagonista se utiliza en combinacién con miméticos de dopamina seleccionados del grupo que consiste en L-
Dopa, agonistas de los receptores de dopamina e inhibidores de la monoaminooxidasa (inhibidores de la MAO).
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