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DESCRIPCION
Engrailed para el tratamiento de |a esclerosis lateral amiotréfica

La presente invencion se refiere a la proteina Engrailed o a una composicion que comprende la proteina Engrailed
para su utilizaciéon en la prevencion y/o el tratamiento de la esclerosis lateral amiotréfica.

ESTADO DE LA TECNICA ANTERIOR

El estudio de los procesos de envejecimiento es importante, en parte porque muchas enfermedades o afecciones se
vuelven mas prevalentes entre las personas mayores, por ejemplo, canceres, enfermedad de Alzheimer,
enfermedad de Parkinson, accidente cerebrovascular, glaucoma, enfermedad cardiovascular, por nombrar solo
algunas, entre las cuales muchas aun carecen de procedimientos preventivos o de tratamiento efectivos. Aunque
una abundante bibliografia ha contribuido a la comprension de los procesos de envejecimiento, la comprension
completa de los procesos sigue siendo un desafio importante. Dada la creciente poblacion de personas mayores en
todo el mundo y la creciente carga y coste de la atencidon médica asociados con la misma, los estudios de los
procesos de envejecimiento que conducen al descubrimiento eficaz de agentes antienvejecimiento para la
prevencion o el tratamiento de enfermedades o trastornos relacionados con la edad son cada vez méas importantes.

El ADN celular se encuentra bajo constante desafio por estreses genotdxicos exdgenos y enddgenos (por ejempilo,
estrés oxidativo, subproductos toéxicos, funcidon mitocondrial reducida) que modifican el ADN a través de la
modificacion o la incorporacion incorrecta de bases, lo que da lugar a dafio en el ADN. El dafio en el ADN es una
anomalia fisica en la estructura del ADN, tal como roturas de cadena simple y doble. El dafio en el ADN puede ser
reconocido por enzimas especificas y, de este modo, puede repararse correctamente a través de la respuesta al
dafo en el ADN (DDR, DNA Damage Response). La pérdida de esta capacidad natural de reparacion del ADN da
como resultado una inestabilidad genética que puede conducir a una disfuncion celular y la muerte celular. Se ha
demostrado, ademas, que la remodelacion de la cromatina y las vias de DDR estan interconectadas, ya que el dafio
en el ADN induce cambios en |la cromatina, que son necesarios por si mismos para dar acceso a la maquinaria de
reparacion del ADN (Soria et al., 2012, Mol Cell 46, 722-734).

La acumulacion de dafio en el ADN se ha relacionado con el proceso de envejecimiento y con la aparicion de
enfermedades relacionadas con la edad, que incluyen trastornos neurodegenerativos, tales como ataxias,
enfermedad de Alzheimer, esclerosis lateral amiotréfica, enfermedades de Huntington y Parkinson (Canugovi et al.,
2013, 12, 578-587; Madabhushi et al., 2014, Neuron 83, 266-282). Se han probado algunos compuestos
antioxidantes o farmacos neuroprotectores, tales como factores de crecimiento, para el tratamiento de la esclerosis
lateral amiotrofica (Zarei et al., 2015, Surgical Neurology International, 6: 1, 171).

Ademas, en trastornos neurodegenerativos, tales como la isquemia y la enfermedad de Alzheimer, las neuronas
manifiestan una actividad aberrante del ciclo celular, expresando marcadores del ciclo celular, tales como la ciclina
A, y experimentan un grado limitado de remodelacion del ADN. Este comportamiento es notable teniendo en cuenta
que en los seres humanos las neuronas se diferencian terminalmente durante el desarrollo y permanecen
quiescentes durante décadas antes de la aparicion de estos eventos. Si bien los mecanismos subyacentes son poco
conocidos, multiples lineas de evidencia sugieren que estas actividades desempefian un papel temprano y
contribuyente en la muerte neuronal (Andorfer et al., 2005, J. Neurosci., 1.25, 5446-54).

Se ha demostrado, ademas, que dicho dafio en el ADN vy la reentrada en el ciclo celular pueden constituir una via
comun en |la apoptosis en enfermedades neurolégicas (Kim y Tsai, 2009, Ann NY ACAD Sci., 1170, 674-9 o Pizarro
et al., 2009, Free Radic. Res., 43, 985-994).

Por lo tanto, existe una fuerte necesidad de desarrollar nuevos agentes terapéuticos que promuevan la reparacion
del ADN, que sean capaces de prevenir y/o tratar el dafio en el ADN y/o los trastornos relacionados con el
envejecimiento celular y/o regular el ciclo celular.

Las homeoproteinas, o proteinas homeodominio, son factores de transcripcion que desempefian un papel
importante en los procesos de migracion y diferenciacion celular implicados en la morfogénesis. Se caracterizan por
la presencia de una secuencia de 60 aminoacidos, el homeodominio, que es un dominio de unién al ADN con una
estructura de hélice/giro/hélice. Se ha demostrado que el dominio aislado de la proteina Antennapedia de Drosophila
atraviesa la membrana de las neuronas en cultivo, se acumula en el ndcleo y promueve el crecimiento de las
neuritas (Patente EP0485578). El homeodominio estd altamente conservado y confiere la propiedad de
internalizacién a una gran cantidad de homeoproteinas (Spatazza et al., 2013, Pharmacol. Rev. 65, 90-104).

Las proteinas Engrailed (Engrailed-1 y Engrailed-2) son homeoproteinas con actividad biologica similar que se
designan colectivamente en lo sucesivo con el término general Engrailed (EN para el ser humano o En1/2 para
ratones). En neonatos y adultos, Engrailed se expresa en células granulares cerebelosas y en nucleos
dopaminérgicos (DA) mesencefdlicos, incluyendo la sustancia negra pars compacta (SNpc que se degenera en la
enfermedad de Parkinson) y el Area Tegmental Ventral (VTA, Vental Tegmental Area). En1/2 desempefia papeles
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importantes en el desarrollo del mesencéfalo y, en el mesencéfalo, de las neuronas dopaminérgicas mesencefalicas
(mDA) (Joyner, 1996, Trends Genet 12, 15-20). En1/2 también desempefia funciones redundantes en la
supervivencia de las neuronas mDA adultas que se localizan en la SNpc y el VTA en la parte ventral del
mesencéfalo (Alberi et al., 2004, Development 131, 3229-3236), y, por lo tanto, se propuso para prevenir o tratar la
pérdida de neuronas DA en la enfermedad de Parkinson. En la Patente WO 2013/128239 se informé que la
administracion local de En1/2 mediante infusion en el mesencéfalo aumenta la sintesis de DA por las neuronas DA y
la actividad motora asociada. Prochiantz et al. (2011, FEBS Letters, 278, 52 (Resumen, Brunet et al., Nature 438:
94-98, 2005 y Alvarez-Fisher et al., Nature Neurosci 14: 1260-1266, 2011) han informado que Engrailed no es solo
un factor de transcripcion, sino también un regulador de la traduccién que aumenta la traduccion de los ARNm
mitocondriales transcritos en el nicleo y se ha demostrado que la transduccion de Engrailed regula positivamente la
traduccion de Ndufs1 y Ndufs3, dos proteinas del complejo mitocondrial | y aumenta la sintesis de ATP (véase
también Alvarez-Fischer et al., 2011, Nature Neuroscience, 14, 1260-1266, Stettler et al 2012). De manera
alternativa, en la Patente WO 2007/099227 se demostré que la administracion sistémica de En1/2 a ratones induce
un aumento en el recambio de DA en el cuerpo estriado, reflejado por un aumento en la produccion del metabolito
de DA &cido 3,4-dihidroxifenilacético (DOPAC) sin modificacion de los niveles de dopamina.

Otx2 (homologo 2 de ortodenticulo) es otra homeoproteina que contiene un homeodominio de tipo bicoide (Simeone
et al., 1993, EMBO J 12, 2735-2747). Pertenece a la familia de proteinas Otx, que desempefia papeles
fundamentales durante la embriogénesis cerebral (Acampora et al, 1995; Simeone ef al, 2002). También se ha
demostrado que Otx2 estd implicada en la formacion de la retina y en la supervivencia y fisiologia de las células
ganglionares de la retina adultas (Bernard et al,, 2013; Torero lbad et al, 2011). Por lo tanto, se propuso utilizar
homeoproteinas de la familia bicoide, en particular de la familia Otx, tal como Otx2, para mejorar la supervivencia de
neuronas ganglionares de la retina adultas (RGC, retinal ganglionic neurons) en cultivo in vitro, y también para
prevenir o tratar, in vivo, la degeneracion de las RGC (Patente WO 2009/106767).

Los inventores de la presente invencion han demostrado ahora que las homeoproteinas son capaces de proteger a
las células del dafo en el ADN y de la remodelacion de la cromatina, de disminuir el nimero de roturas de cadenas
de ADN, de restaurar todas las marcas de heterocromatina nuclear y nucleolar, de regular el ciclo celular y de
proteger a las células contra la excitotoxicidad similar al envejecimiento, incluida la apoptosis. En particular,
demostraron que Engrailed, cuando se administra en la region SNpc, es capaz de reparar los dafios que conducen a
la muerte celular provocada por un fuerte estrés oxidativo. En particular, activan las vias antiapoptoticas y
promueven la supervivencia a largo plazo restaurando las marcas de heterocromatina, incluida la integridad del
nucléolo, y aboliendo las roturas de doble cadena en un modelo de estrés oxidativo agudo. Estos resultados
permiten proponer la utilizacion de Engrailed en patologias en las que se produce dafio en el ADN.

Segun la presente invencion, el término “dafio en el ADN” cubre de manera colectiva dafio en el ADN, roturas de
cadenas de ADN (de cadena simple y doble) y alteracion de la heterocromatina nuclear y nucleolar.

La presente invencion es tal como se define en las reivindicaciones 1 a 8.

La presente invencion se refiere a la proteina Engrailed para su utilizacion en el tratamiento y/o la prevencion de la
esclerosis lateral amiotrofica.

En otro aspecto, la presente invencion se refiere a una composicion que comprende la proteina Engrailed para su
utilizacion en el tratamiento y/o la prevencion de la esclerosis lateral amiotréfica.

En una realizacion, la presente invencion se refiere a una composicion para su utilizacion, tal como se ha definido
anteriormente, en la que la proteina Engrailed se administra por via oral, intravenosa, intraperitoneal, por infusion,
subcutanea, enteral, rectal, intranasal, por inhalacién, bucal, sublingual, intramuscular, transdérmica, intradérmica,
topica, intraocular, vaginal, rectal o por inyeccion intracraneal, o cualguier combinacion de las mismas.

En una realizacion, la presente invencion se refiere a una composicion para su utilizacion, tal como se ha definido
anteriormente, en la que la proteina Engrailed se administra una vez.

En una realizacion, la presente invencion se refiere a una composicion para su utilizacion, tal como se ha definido
anteriormente, en la que la proteina Engrailed se administra directamente en la regién de la sustancia negra pars
compacta.

En una realizacion, la presente invencion se refiere a una composicion para su utilizacion, tal como se ha definido
anteriormente, en la que dicha composicion comprende otro farmaco farmacéutico seleccionado entre el grupo de
factor de crecimiento, azucar complejo y sirtuina.

En una realizacion, la presente invencion se refiere a una composicion para su utilizacion, tal como se ha definido
anteriormente, en la que dicho azucar complejo es acido polisialico.

En una realizacion, la presente invencion se refiere a una composicion para su utilizacion, tal como se ha definido
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anteriormente, en la que la proteina Engrailed protege a las células del dafio en el ADN y/o la remodelaciéon de la
cromatina.

La presente divulgacion se refiere, aunque no reivindica, a la utilizacion de, como minimo, una homeoproteina, o
derivados peptidicos de la misma, para el tratamiento o la prevencion de dafio en el ADN y/o el envejecimiento
celular. La divulgacion se refiere, ademas, aunque no reivindica, a la utilizacion de, como minimo, una
homeoproteina, o derivados peptidicos de la misma, para el tratamiento o la prevencion de afecciones asociadas
con el dafio en el ADN y/o el envejecimiento celular, y mas particularmente, para la prevencion y/o el tratamiento de
enfermedades o trastornos relacionados con el dafio en el ADN y enfermedades o trastornos relacionados con la
edad.

La presente divulgacion se refiere, aungue no reivindica, a la utilizacion de un vector recombinante que codifica
dichas proteinas o péptidos para el tratamiento o prevencion de dafio en el ADN y/o envejecimiento celular y para el
tratamiento o prevencion de afecciones asociadas con el dafio en el ADN y/o el envejecimiento celular, y mas
particularmente, para la prevencion y/o tratamiento de enfermedades o trastornos relacionados con el dafio en el
ADN y enfermedades o trastornos relacionados con la edad.

Tal como se utilizan en el presente documento, los términos “homeoproteina” y “proteinas de homeodominio” son
sinénimos y se refieren a productos génicos, proteinas y polipéptidos conocidos habitualmente bajo estas
denominaciones en la técnica. Los términos abarcan dichos productos génicos, proteinas y polipéptidos de cualquier
organismo donde se encuentren, y particularmente, de animales, de manera preferente, vertebrados, de manera
mas preferente, mamiferos, incluyendo mamiferos no humanos, e incluso de manera mas preferente, de seres
humanos. Mas particularmente, “homeoproteina” se refiere a una proteina que comprende un homeodominio. Las
homeoproteinas incluyen homeoproteinas naturales y homeoproteinas recombinantes u homeoproteinas sintéticas.

La presente invencion abarca la proteina Engrailed nativa, incluyendo las variantes alélicas de la misma. La proteina
Engrailed para su utilizacion, segun la presente invencion, comprende el homeodominio de longitud completa.

Las variantes adecuadas de la proteina Engrailed para su utilizacion en la presente invencion son biolégicamente
activas y conservan, como minimo, una de las actividades descritas en el presente documento en relacién con la
homeoproteina nativa correspondiente. De manera preferente, se conserva el efecto sobre el dafio en el ADN y/o la
alteracion de la cromatina, aunque una funcion determinada de la proteina Engrailed nativa puede verse afectada
positiva 0 negativamente en cierto grado, por ejemplo, con variantes que muestran una actividad biolégica reducida.

La proteina Engrailed para su utilizacion, segun la presente invencion, puede prepararse mediante las técnicas
convencionales conocidas por los expertos en la materia, en particular mediante la expresion de un ADN
recombinante en un sistema celular adecuado (eucariota o procariota) o mediante sintesis en fase sélida o liquida.
De manera mas especifica, la proteina Engrailed se produce habitualmente a partir de un polinucleétido de ADN que
comprende una secuencia codificante de la proteina, obtenida mediante cualquier medio conocido por los expertos
en la materia, incluyendo la amplificacion de una secuencia nucleica mediante PCR o RT-PCR, el cribado de
bibliotecas de ADN gendmico mediante hibridacion con una sonda homologa, o bien, mediante sintesis quimica total
o parcial. Los vectores recombinantes se construyen e introducen en células huésped mediante técnicas
convencionales de ADN recombinante y manipulacion genética, que son conocidas en la materia. El polinucleétido
de ADN se clona en un vector de expresion eucariota o procariota y la proteina producida en las células modificadas
con el vector recombinante se purifica mediante cualquier medio adecuado, en particular mediante cromatografia de
afinidad. El péptido se sintetiza habitualmente en fase sélida, segin la técnica Fmoc, descrita originalmente por
Merrifield et al. (J. Am. Chem. Soc., 1964, 85: 2149-2154) y se purifica mediante cromatografia liquida de alto
rendimiento de fase inversa.

Segun una realizacion mas preferente, los términos designan proteinas y polipéptidos que comprenden la siguiente
secuencia de  amino&cidos (homeodominio) RRRKRTA-YTRYQLLE-LEKEFLF-NRYLTRRRRIELAHSL-
NLTERHIKIWFQN-RRMK-WKKEN [los sitios de insercion tipicos se indican con guiones] (SEQ ID NO: 1) (véase
http://homeobox.biosci.ki.se/).

Entre los ejemplos de homeoproteinas que se pueden utilizar se incluyen todas las homeoproteinas expresadas en
diferentes subconjuntos de neuronas adultas, tales como: proteinas Engrailed (Engrailed-1 o Engrailed-2), y, no
reivindicadas, sino solo para fines ilustrativos, homeoproteinas de la familia bicoide, en particular la subfamilia Otx
como Otx2, proteinas de la familia pareada (Pax), la familia Lhx, por ejemplo, Lhx9, y Gbx2.

Las secuencias de genes de homeoproteina y las secuencias de aminoacidos deducidas son bien conocidas en la
técnica y estan disponibles en las bases de datos de secuencias.

La proteina o el polipéptido En1/2 de ejemplo incluye, sin limitacion, la proteina o el polipéptido En1/2 de ratén que
tiene una secuencia de aminodcidos primaria (SEQ 1D NO: 2):
musEn1: NP_034263 (401 aa)
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La proteina o el polipéptido Gbx2 de ejemplo incluye, sin limitacion, la proteina o el polipéptido Gbx2 de ratén que
tiene una secuencia de aminodacidos primaria (SEQ ID NO: 3), no reivindicada:
musGbx2: NP_034392 (la variante mas larga, 348 aa)

RERAAF PR AIRIRMGRPLO S TAPSIDALIGAPPOPAPGHEVYTOY PRFRIPYRPYVIPPIRPPPRALPQAL

§{.\‘3ﬁ‘s§‘§>§‘,&.§~§.§3§§§§{*-§?:&Lii‘?“-“}F{;‘.Sf-i&%i}i&i‘v’iﬁsi\?‘ﬂ?‘iﬁ&?§L§>{3{§sfi SASPMOHOESRAARKEAPOPLPGLUGNRY

\i}‘\ “{s{}‘?‘« N * EE \“\3%@ EETPQOOGAAGITTITORNARRRTAFTREGLLELEKEFHCKRYLSLTERSG

La proteina o el polipéptido Lhx9 de ejemplo incluye, sin limitacion, la proteina o el polipéptido Lhx9 de raton que
tiene una secuencia de aminodacidos primaria (SEQ ID NO: 4), no reivindicada:
musLhx9: NP_001036042 (la variante mas larga, 397 aa)
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La proteina o el polipéptido En1 de gjemplo incluye, sin limitacion, la proteina o el polipéptido EN1 humano que tiene
una secuencia de aminoacidos primaria, tal como esta anotada en el nimero de acceso de Genbank AAA 53502.2 o
NCBI NP_001417.3.

La proteina o el polipéptido En2 de gjemplo incluye, sin limitacion, la proteina o el polipéptido EN2 humano que tiene
una secuencia de aminoacidos primaria, tal como esta anotada en el nimero de acceso de Genbank AAA 53504.2 o
NCBI NP_001418.2.

La proteina o el polipéptido Gbx2 de ejemplo, no reivindicado, incluye, sin limitacion, la proteina o el polipéptido
Gbx2 humano que tiene una secuencia de aminoacidos primaria, tal como estad anotada en el nimero de acceso de
Genbank EAW71084.1.

La proteina o el polipéptido Lhx9 de ejemplo, no reivindicado, incluye, sin limitacion, la proteina o polipéptido Lhx9
humano que tiene una secuencia de aminoacidos primaria, tal como esta anotada en el niumero de acceso de
Genbank NP_001014434.1 o NP_064589.2.

Segun la presente invencion, la homeoproteina es la proteina Engrailed (Engrailed-1 o Engrailed-2). Segun otra
realizacion preferente de la presente invencion, dicha homeoproteina es una homeoproteina de un vertebrado.

La homeoproteina para su utilizacion, segun la presente invencion, es capaz de proteger a las células in vivo del
dafo en el ADN, en particular roturas de cadenas de ADN, en particular roturas de doble cadena de ADN (DSB,
double strand breaks), formacion y remodelacion de la cromatina, en particular relajacion de la cromatina,
especialmente aquellas que son inducidas por factores de estrés o envejecimiento. Los factores de estrés se
refieren, en particular, al estrés oxidativo o excototoxico.

El efecto de la homeoproteina hacia el dafio en el ADN no esta restringido a las neuronas o a un tipo particular de
neurona (por ejemplo, neuronas DA mesencefalicas o RGC) y, por lo tanto, puede aplicarse a otro tipo de células,
tales como, por ejemplo, neuronas motoras, fibroblastos y células epiteliales.

Los siguientes ejemplos no son segun la presente invencion y se presentan soélo con fines ilustrativos.
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Tal como se utiliza en el presente documento, la expresion “trastornos relacionados con dafios en el ADN” incluye
trastornos y enfermedades neurodegenerativas, tales como cancer, envejecimiento y otros trastornos causados por
dafio en el ADN debido a la exposicion al estrés oxidativo, carcindgenos, toxinas, radicales libres, tales como
radicales de oxigeno o radiacion que dafia el ADN, tal como radiacién ionizante y radiacion UV. Aunque no se
requiere una comprension del mecanismo para la practica de la presente invencion, se cree que la administracion de
homeoproteina, segun la presente invencion, previene el dafio en el ADN, inhibe los efectos del dafio en el ADN,
reduce el numero de roturas de cadenas de ADN y/o estimula una respuesta de reparacion celular al dafio en el
ADN.

El dafo en el ADN puede tomar la forma de disfuncién cromosoémica, tal como roturas de la cadena de ADN, o
modificacion quimica del ADN (por ejemplo, alquilacion). Segun una realizacion preferente, el dafio en el ADN
significa roturas de la cadena de ADN, incluyendo roturas de cadena simple y doble, de manera preferente, roturas
de cadena doble.

Segun la presente invencion reivindicada, la expresion “trastornos relacionados con dafio en el ADN” se refiere a la
esclerosis lateral amiotréfica. Sin embargo, |la caracteristica patolégica importante es el dafio en el ADN. Por lo tanto,
la supresion o limitacion del dafio en el ADN y/o la disminucion de la cantidad de roturas de cadenas de ADN
proporciona un procedimiento para disminuir la muerte de células neuronales y/o tratar/prevenir trastornos
neurolégicos asociados a dafios en el ADN.

El siguiente aspecto no es segun la presente invencion y se presenta solo con fines ilustrativos.

En otro aspecto, la descripcion ilustra un procedimiento para tratar un trastorno relacionado con el dafio en el ADN
en un individuo, comprendiendo el procedimiento administrar a un individuo que lo necesita una composicion que
comprende, como minimo, una homeoproteina, o derivados peptidicos de la misma, o un vector recombinante que
codifica dicha proteina, y un vehiculo aceptable farmacéuticamente.

Tal como se utiliza en el presente documento, un “vehiculo aceptable farmacéuticamente” pretende incluir todos y
cada uno de los portadores, disolventes, diluyentes, excipientes, adyuvantes, medios de dispersion, recubrimientos,
agentes antibacterianos y antifingicos, y agentes retardantes de la absorcion, y similares, compatibles con la
administracion farmacéutica.

La composicion de la presente invencion estd adecuadamente tamponada para que sea apropiada para uso humano
a un pH fisiolégico o ligeramente basico (por ejemplo, de aproximadamente pH 7 a aproximadamente pH 9). Entre
los tampones adecuados se incluyen, sin limitacion, tampén de fosfato (por ejemplo, PBS), tampén de bicarbonato,
tampones HEPES y PIPES y/o tampén Tris. La composicion de la presente invencion puede comprender, ademas,
un diluyente apropiado para uso humano o animal. De manera preferente, es isotonico, hipoténico o débilmente
hiperténico y tiene una fuerza iénica relativamente baja. Entre los ejemplos representativos se incluyen agua esteéril,
solucion salina fisiologica (por ejemplo, cloruro de sodio), solucién de Ringer, soluciones de glucosa, trehalosa o
sacarosa, solucion de Hank y otras soluciones salinas acuosas equilibradas fisiologicamente (véase, por gjemplo, la
edicion méas actual de Remington: The Science and Practice of Pharmacy, A. Gennaro, Lippincott, Williams &
Wilkins). Los vehiculos aceptables farmacéuticamente incluidos en la composicion de la presente invencion también
deben permitir la conservacion de su estabilidad en las condiciones de fabricacion y almacenamiento a largo plazo
(es decir, como minimo, un mes, con preferencia durante, como minimo, un afno) a temperaturas de congelacion (por
gjemplo, -70 °C, -20 °C), refrigerada (por ejemplo, 4 °C) o ambiente. Se pueden utilizar excipientes aceptables
farmacéuticamente adicionales para proporcionar propiedades deseables, que incluyen, por ejemplo, modificar o
mantener el pH, la osmolaridad, la viscosidad, la claridad, el color, la esterilidad, la estabilidad, la velocidad de
disolucion de la formulacion, modificar o mantener la liberacion o absorcién en un organismo humano o animal,
promover el transporte a través de la barrera sanguinea o la penetracion en un 6rgano particular (por ejemplo, el
cerebro).

Una composicion que comprende la proteina Engrailed descrita en el presente documento puede formularse para
una liberacion sostenida o lenta (también denominada liberacion temporizada o liberacién controlada). Dichas
composiciones pueden prepararse, en general, utilizando tecnologia bien conocida y administrarse, por ejemplo,
mediante implantacion oral, rectal, intradérmica, intranasal o subcutanea, o mediante implantacion en el sitio diana
deseado. Las formulaciones de liberacion sostenida pueden contener el compuesto disperso en una matriz
portadora y/o contenido dentro de un depésito rodeado por una membrana que controla la velocidad.

La composicion puede comprender ventajosamente, como minimo, otro farmaco farmacéutico, tal como, por
gjemplo: factor de crecimiento, azicar complejo (glicosaminoglicanos, acido polisialico), sirtuina o activadores de
sirtuina, anticolinesterasa o inhibidores de la transcriptasa inversa, en particular inhibidores de la transcriptasa
nucleosidica.

Tal como lo entiende una persona experta en la técnica médica, los términos “tratar” y “tratamiento” se refieren a la

gestion médica de una enfermedad, trastorno o afeccion de un individuo (es decir, paciente). En general, una dosis y
un régimen de tratamiento apropiados proporcionan la homeoproteina en una cantidad suficiente para proporcionar
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un beneficio terapéutico y/o profilactico. El beneficio terapéutico para los individuos a quienes se administra la
homeoproteina descrita en el presente documento incluye, por ejemplo, un resultado clinico mejorado, en el que el
objetivo es prevenir o retardar o ralentizar un cambio fisiolégico no deseado asociado con la enfermedad, o prevenir
o retardar o ralentizar la expansiéon o gravedad de dicha enfermedad. Tal como se analiza en el presente
documento, la eficacia de una o mas homeoproteinas puede incluir resultados clinicos beneficiosos o deseados que
comprenden, pero sin limitarse a los mismos, reduccién, disminucion o alivio de los sintomas que resultan de la
enfermedad a tratar o estan asociados con la misma; disminucién de la aparicion de sintomas; calidad de vida
mejorada; estado libre de enfermedad mas prolongado (es decir, disminucién de la probabilidad o la propension de
que un individuo presente sintomas sobre la base de los cuales se realiza un diagnostico de una enfermedad);
reduccion de la extension de la enfermedad; estado estabilizado (es decir, que no empeora) de la enfermedad;
retraso o ralentizacion de la progresion de la enfermedad; mejora o paliacion del estado de la enfermedad; y
remision (ya sea parcial o total), ya sea detectable o indetectable; y/o supervivencia general. La eficacia de la
homeoproteina descrita en el presente documento también puede significar prolongar la supervivencia celular, mas
particularmente de las neuronas, en comparacion con la supervivencia celular esperada si un sujeto no recibiera la
homeoproteina segun la presente invencion.

Entre los individuos que necesitan tratamiento se incluyen aquellos que ya padecen la enfermedad o el trastorno, asi
como individuos propensos a padecer o a estar en riesgo de desarrollar la enfermedad o trastorno, y aquellos en los
que la enfermedad, afeccion o trastorno se va a tratar de forma profilactica. Un individuo puede tener predisposicion
a desarrollar una enfermedad o trastorno que se beneficiaria del procedimiento de la presente invencion o puede
tener una edad determinada en la que recibir el procedimiento de la presente invencién proporcionaria un beneficio
clinico que retrasaria el desarrollo o reduciria la gravedad de una enfermedad, incluyendo una enfermedad o
trastorno relacionado con dafio en el ADN y/o una enfermedad o trastorno relacionado con la edad.

La dosis de homeoproteina, segun la presente invencion, para tratar una enfermedad o trastorno relacionado con
dafio en el ADN y/o una enfermedad o trastorno relacionado con la edad puede depender de la condicion del
individuo, es decir, la etapa de la enfermedad, la gravedad de los sintomas causados por la enfermedad, el estado
de salud general, asi como la edad, el sexo y el peso, y otros factores evidentes para un experto en la técnica
médica. Las composiciones farmacéuticas pueden administrarse de una manera apropiada para la enfermedad a
tratar segun lo determinen los expertos en la técnica médica. Ademas de los factores descritos en el presente
documento y anteriormente relacionados con la utilizacion de la homeoproteina para tratar una enfermedad o
trastorno relacionado con dafio en el ADN y/o una enfermedad o trastorno relacionado con la edad, la duracion y
frecuencia adecuadas de administracion de la homeoproteina también pueden determinarse o ajustarse mediante
factores, tales como la condicién del paciente, el tipo y la gravedad de la enfermedad del paciente, la forma
particular del principio activo y el procedimiento de administracion. Las dosis 6ptimas de la homeoproteina, en
general, pueden determinarse utilizando modelos experimentales y/o ensayos clinicos. La dosis optima puede
depender de la masa corporal, el peso o el volumen sanguineo del individuo. Habitualmente es preferente la
utilizacion de la dosis minima que sea suficiente para proporcionar una terapia eficaz. El disefio y la ejecucion de
estudios preclinicos y clinicos para una homeoproteina (incluido el tiempo de administracion para el beneficio
profilactico) descritos en el presente documento estan dentro de la capacidad de un experto en la técnica pertinente.
Cuando se administran dos 0 mas homeoproteinas, la dosis 6ptima de cada homeoproteina puede ser diferente, tal
como menor, que cuando se administra cualquier agente solo como terapia de agente Unico. Habitualmente, dicha
homeoproteina puede utilizarse en concentraciones que varian de 0,001 a 100 pM, o, de manera mas preferente, de
0,005 a 100 pM, de manera ventajosa, de 0,005 a 10 uM, y, de manera particularmente ventajosa, de 0,001 a 0,10
pM. Una cantidad de homeoproteina que se puede administrar por dia puede ser, por ejemplo, entre 0,01 mg/kg y
100 mg/kg (por ejemplo, entre 0,1 y 1 mg/kg, entre 1 y 10 mg/kg, entre 10 y 50 mg/kg, entre 50 y 100 mg/kg de peso
corporal). En otras realizaciones, la cantidad de una homeoproteina que se puede administrar por dia es entre 0,01
mg/kg y 1.000 mg/kg, entre 100 y 500 mg/kg o entre 500 y 1.000 mg/kg de peso corporal. Para la inyeccion
intracerebral, la homeoproteina se puede administrar a una dosis comprendida entre 10 pmol y 100 pmol, por
gjemplo, a 25 pmol, especialmente para Engrailed, tal como se describe en Rekaik et al., (2015, Cell Reports).

La dosis 6ptima (por dia o por ciclo de tratamiento) puede ser diferente para la enfermedad o trastorno relacionado
con el dafio en el ADN y/o una enfermedad o trastorno relacionado con la edad que se va a tratar y también puede
variar con la via de administracion y/o el régimen terapéutico.

La composicion farmacéutica esta formulada para su administracion mediante diversas vias, entre las que se
incluyen, pero sin limitarse a las mismas, oral, parenteral y local. Los portadores aceptables farmacéuticamente son
los que se utilizan de manera convencional.

Una composicion farmaceutica puede administrarse a un individuo que la necesite mediante cualquiera de diversas
vias conocidas por un experto en la materia. A modo de ejemplo no limitativo, la composicion puede administrarse
por via oral, intravenosa, intraperitoneal, mediante infusion (por ejemplo, una infusion en bolo), subcutanea, enteral,
rectal, intranasal, mediante inhalacion, bucal, sublingual, intramuscular, transdérmica, intradérmica, topica,
intraocular, vaginal, rectal o mediante inyeccion intracraneal, o cualquier combinacion de las mismas. En
determinadas realizaciones particulares, la administracion de una dosis, tal como se ha descrito anteriormente, se
realiza por via intravenosa, intraperitoneal, directamente en el tejido u 6rgano diana, o por via subcutanea. En
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determinadas realizaciones, un procedimiento de administracion incluye stents recubiertos 0 permeados con
farmaco para los que el farmaco es la homeoproteina o el acido nucleico que lo codifica.

Para el tratamiento de enfermedades neurodegenerativas, la homeoproteina puede administrarse de manera local,
en particular mediante inyecciéon o infusion en el area cerebral diana. También puede administrarse utilizando un
dispositivo de liberacion controlada, por ejemplo, una minibomba osmética conectada a una canula implantada en el
cerebro.

Segun una realizacion preferente de la presente invencion, la homeoproteina se administra directamente en la
region SNpc. En una realizacion particularmente preferente, se administra una Unica inyeccion de Engrailed a un
individuo gue lo necesite.

Ademas, la administracion de la homeoproteina puede combinarse con una terapia no farmacolégica.

Ademas de las disposiciones anteriores, la descripcion también ilustra otras disposiciones, que surgiran a partir de la
descripcion, con referencia a las figuras en las que:

Figura 1. Expresion alterada de dafio en el ADN y marcas de heterocromatina en ratones Ent +/-

(A) Los genes expresados diferencialmente en las neuronas TH+ en la SNpc de En7+/- que pertenecen a los
grupos de dafio en el ADN, remodelacion de la cromatina y apoptosis se clasifican por valores p.

(B) Las neuronas TH+ en la SNpc de ratones wt muestran un anillo Unico de tincion para y-H2AX; las neuronas
TH+ de EnT1+/- muestran focos de y-H2AX adicionales dispersos en el nicleo. Barra de escala, 10 pm.

(C) El porcentaje de neuronas TH+ con > 2 focos de y-H2AX en la SNpc aumenta del 2 % en ratones wt al 16 %
en ratones Ent+/- de 8 semanas de vida (n = 3; prueba t de Student). La tincién para y-H2AX en neuronas TH+
en el VTA de ratones Eni+/-y wt es similar. Se contaron entre 110 y 162 neuronas en cada condicion.

(D) La tincién perinucleolar y perinuclear para H3K27me3 esté disminuida en las neuronas mDA en la SNpc de
Ent+/-. Barra de escala, 10 pm.

(E) La tincion perinucleolar para H3K27me3 se cuantifica midiendo la intensidad de fluorescencia (izquierda) a lo
largo de las lineas de puntos. El porcentaje de células con tincién densa disminuye (derecha) en ratones Enf
+/- (n = 3; prueba t de Student; se contaron 129 y 159 neuronas en ratones wty Ent +/- , respectivamente).

(F) La tincion perinuclear para H3K27me3 en las neuronas TH+ de En7+/- se reduce, tal como lo demuestra la
disminucion de las intensidades de fluorescencia de la Iamina nuclear/nucleoplasma (n = 3; prueba t de Student;
se contaron 30 y 30 neuronas en condiciones simuladas y con 6-OHDA).

(G) Cuantificacién de la superficie de las regiones densas de DAPI. La distribucion de frecuencias indica un
desplazamiento hacia areas mas pequefias densas de DAPI en ratones Ent+/- (n = 162-211; prueba de
Kolmogorov-Smirnov; se analizaron 3 ratones wt y Eni+/-). Véase también |a figura S1 y la tabla S1.

Figura 2. Dafio en el ADN vy alteracion de la cromatina en neuronas TH+ de la SNpc después de la inyeccion de
6-OHDA. (A,B) La inyeccion de 6-OHDA en la SNpc de ratones wt provoca 6 horas mas tarde la aparicion de focos
de y-H2AX en aproximadamente el 25 % de las neuronas TH+ (n = 3-6; prueba t de Student). Los ratones
En1+/- son mas sensibles, con el 50 % de neuronas mostrando multiples focos de y-H2AX (n = 3-6; prueba t de
Student; 130, se contaron 210 y 146 neuronas para cada condicion, respectivamente). Barra de escala, 10 um. La
inyeccion de 6-OHDA provoca la pérdida de aproximadamente el 30 % y el 60 % de las neuronas TH+ en ratones wt
y Eni+/-, respectivamente (n = 3; prueba t de Student). El costado contralateral no inyectado se toma como
referencia. En cada condicién, se contaron entre 1.534 y 2.034 neuronas.

(C) Secciones del mesencéfalo tefiidas para y-H2AX, H3k27me3 y TH y analizadas mediante microscopia
confocal. La tincion perinucleolar y perinuclear para H3K27me3 disminuye después de la inyeccion de 6-OHDA.
Los ratones se analizaron 6 horas después de la inyeccion. Barra de escala, 10 um.

(D) El porcentaje de neuronas TH+ que muestran una tincién perinucleolar y perinuclear densa para H3K27me3
cuantificada como en las figuras 1E,F disminuye drasticamente (izquierda) en ratones inyectados con 6-OHDA
(n = 3; prueba t de Student; se contaron 148 y 91 neuronas en condiciones simuladas y con 6-OHDA,
respectivamente). La tincion perinuclear para H3K27me3 en neuronas TH+ también disminuye después de la
inyeccion de 6-OHDA (derecha) (n = 3; prueba t de Student; se contaron 40 y 47 neuronas en condiciones
simuladas y con 6-OHDA, respectivamente).

(E) Secciones del mesencéfalo tefiidas para y-H2AX, nucleclina y TH y analizadas mediante microscopia
confocal. La localizacion nucleolar de la nucleolina en ratones inyectados con placebo se pierde 6 horas después
de la inyeccién de 6-OHDA. NCL, nucleolina. Barra de escala, 10 um.

(F) El porcentaje de neuronas TH+ con nucleolina nucleolar disminuye de manera significativa después de la
inyeccion de 6-OHDA (n = 3; prueba t de Student; se contaron 161 y 97 neuronas en condiciones simuladas y
con B-OHDA, respectivamente). NCL, nucleolina.

(G) El pre-ARNr 458 analizado mediante qRT-PCR se regula positivamente después de |a inyeccion de 6-OHDA
en nucleos purificados de la SNpc (n = 3; prueba t de Student).

(H) Se analizaron secciones del mesencéfalo de (animales de 1 afio de vida) tefiidas para nucleolina y TH
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mediante microscopia confocal. La nucleolina presenta una localizacion nucleolar en neuronas TH+ de wt,
mientras que el 40 % de las neuronas TH+ en ratones Ent+/- presentan un patron de tincion difuso (flechas).
Barra de escala, 50 pm. Las imagenes de mayor aumento de areas cuadradas punteadas se muestran en los
paneles mas a la derecha. Barra de escala, 10 pm. El porcentaje de neuronas TH+ con nucleolina nucleolar
disminuye de manera significativa en ratones En+/- (n = 3; prueba t de Student; se contaron 99 y 87 neuronas
en ratones wt y Ent+/-, respectivamente). NCL, nucleolina. Véase también la figura S2.

Figura 3. Engrailed rescata las células TH+ de la muerte celular inducida por 6-OHDA

(A) A los ratones inyectados con 6-OHDA en la SNpc se les volvié a inyectar 30 minutos después con placebo o
En2 y se analizaron a las 24 horas. En comparacion con el placebo, la inyeccion de En2 previene la pérdida de
células TH inducida por 6-OHDA en la SNpc ipsilateral. Barra de escala, 500 pm.

(B) Efecto protector de En2 evaluado mediante la proporcion del recuento de células TH+ en la SNpc ipsilateral
frente a contralateral 6 horas, 24 horas y 7 dias después de la inyeccion (n = 3-5; prueba t de Student). El
numero de neuronas contadas varié entre 1.670 y 2.275 por condicion.

(C) El rescate de neuronas TH+ por parte de En2 en ratones inyectados con 6-OHDA se acompafia de una
desaparicion de ciclina A a las 24 horas. Barra de escala, 100 um.

(D) La inmunotincién para H3K27me3 muestra una recuperacion progresiva después de la inyeccion de En2. La
recuperacion de la nucleolina nucleolar es casi completa a las 24 horas. El porcentaje de neuronas TH+ con
focos de yv-H2AX vuelve a la normalidad entre 24 horas y 7 dias después de la inyeccion. Para cada analisis, n =
3. ANOVA de una via seguido de la prueba de Dunetts (frente a la simulacion). El nimero de neuronas contadas
vario entre 102 y 150 para cada condicion.

(E) Expresion de genes seleccionados relacionados con la apoptosis y el ciclo celular en la SNpc de ratones con
6-OHDA/placebo y 6-OHDA/En2 analizados 6 horas después de las inyecciones (n = 5; prueba t de Student).

(F) Otx2 protege a las neuronas TH+ contra la muerte celular inducida por 6-OHDA. Otx2 se inyectdé 30 minutos
después de la inyeccion de 6-OHDA vy los ratones se analizaron 24 horas después. El efecto protector se evalud
como para las inyecciones de En2 (n = 3; prueba t de Student). El nimero de neuronas contadas varié entre
1.268 y 1.495 para cada condicién. Véase también |a figura S3.

Figura 4. El andlisis de secuenciacion de ARN revela la actividad antiapoptética de Engrailed

(A,B) Los genes expresados diferencialmente en la SNpc de 6-OHDA frente a 6-OHDA/En2 relacionados con el
dafo en el ADN, la remodelacion de la cromatina, la apoptosis y el ciclo celular se clasifican mediante valores p.
(C) La expresion de genes seleccionados en la SNpc de 6-OHDA y 6-OHDA/EN2 se confirma mediante qRT-PCR
(n = 5; prueba t de Student).

(D) Panel izquierdo: Se midieron las transcripciones de Gadd45b y Pml mediante gRT-PCR en la SNpc de
6-OHDA y 6-OHDA/En2 a las 6 horas (inyeccion con cicloheximida, CHX; n = 5; prueba t de Student). Panel
derecho: Transcripciones de Gadd45b en la SNpc de ratones wt y Ent+/- de 8 semanas de vida (n = 4; prueba t
de Student).

(E) Secciones del mesencéfalo de placebo, 6-OHDA/placebo y 6-OHDA/ENn2 tefiidas para p-JNK y TH y
analizadas mediante microscopia confocal. Barra de escala, 50 pm. Las imagenes de mayor aumento de
cuadrados punteados se muestran en los paneles mas a la derecha. Barra de escala, 10 pm.

(F) En2 disminuye de manera significativa el porcentaje de neuronas TH+ de la SNpc con tincién para p-JNK (n =
3; ANOVA de una via seguido de prueba de comparaciones multiples de Tukey; el nimero de neuronas
analizadas vari6 entre 227 y 351 para cada condicion). Véase también la figura S4.

Figura S1 (relacionada con la figura 1). Expresion de genes alterados en neuronas mDA de ratones Enf+/-

(A) La SNpc de ratones wt y En1+/- se microdiseccioné con laser para el analisis de secuenciacion de ARN. Se
indican el numero total de lecturas y los genes expresados diferencialmente (p < 0,05). La expresion reducida de
Ent en la SNpc En1+/- se confirmé mediante secuenciacion de ARN.

(B) El andlisis de datos de secuenciacion de ARN (Pathway Studio) revela un enriquecimiento significativo (p <
0,005) en los subgrupos de genes de Ontology implicados en el dafio en el ADN y la remodelacion de la
cromatina entre los miembros de camada wt y En7+/- El andlisis utilizando Cell Process Pathways también
mostr6 una expresion diferencial de genes relacionados con la apoptosis.

(C) Analisis de datos de secuenciacion de ARN de experimentos de ganancia de funcion de Engrailed mediante
Pathway Studio. Se indican los subgrupos de genes enriquecidos (p < 0,01) (n = 5).

(D) Los factores de transcripcion expresados diferencialmente en el andlisis de secuenciacion de ARN mediante
Pathway Studio de la SNpc de wt y EnT1+/- se clasifican mediante el valor p.

(E) La expresion alterada de una seleccion de genes relacionados con el dafio en el ADN, la remodelacién de la
cromatina y la apoptosis se confirma mediante gRT-PCR utilizando ARN de la SNpc de ratones wty Ent+/-de 6
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semanas de vida (n = 3-6; prueba t de Student).

(F) El porcentaje de neuronas TH+ con >2 focos de y-H2AX en la SNpc aumenta del 5 % en ratones wt al 17 %
en ratones Ent+/- de 24 semanas de vida (n = 3; prueba t de Student; se contaron 107 y 94 neuronas en las
condiciones de wty En1+/-, respectivamente).

(G) Las transcripciones de LINE-1 en el SNpc de ratones Ent+/- analizadas mediante qRT-PCR aumentan en
comparacion con wt (n = 5; prueba t de Student).

(H) Se detectan neuronas TH+ positivas a la caspasa-3 activada en la SNpc de ratones En7+/- (de 8 semanas de
vida). Barra de escala, 50 pm.

Figura S2 (relacionada con la figura 2). La muerte de células TH y cambios en la cromatina en ratones inyectados
con 6-OHDA

(A) El andlisis de transferencia Western muestra una disminucién del 50 % en los niveles de proteina TH a las 6
horas en la SNpc ipsilateral inyectada con 6-OHDA (n = 3).

(B) Los niveles de ARNm para TH y En1 disminuyen (a las 6 horas) en un 70 y un 50 %, respectivamente, en la
SNpc inyectada con 6-OHDA (n = 6; prueba t de Student).

(C) Se detecta caspasa-3 activada a las 6 horas en neuronas TH+ del costado inyectado con 6-OHDA, pero no
en el costado contralateral. Barra de escala, 100 um.

(D) La triple inmunotincion de secciones del mesencéfalo para y-H2AX, H3K9me3 y TH muestra que la
colocalizacion de H3K9me3 con DAPI en condiciones simuladas se pierde en ratones inyectados con 6-OHDA.
De manera similar, la colocalizaciéon de MeCP2 con DAPI en neuronas TH+ de ratones inyectados con placebo
se pierde en ratones inyectados con 6-OHDA. Barra de escala, 10 pm.

(E) El porcentaje de neuronas TH+ con marcas densas de H3K9me3 o MeCP2 disminuye de manera significativa
en los ratones inyectados con 6-OHDA (n = 3; prueba t de Student). El nimero de neuronas contadas fue 161
(placebo) y 97 (6-OHDA) para H3K9me3 y 150 (placebo) y 128 (6-OHDA) para MecP2.

(F) Pérdida de tincion perinuclear de la lamina B2 en neuronas TH+ en la SNpc de ratones inyectados con
6-OHDA. Barra de escala, 20 um.

(G) Cuantificacion superficial de regiones densas de DAPI en neuronas TH+ en ratones inyectados con placebo
o 6-OHDA. En comparacion con los controles con inyeccion de placebo, la distribucion de las frecuencias
relativas indica un desplazamiento hacia areas mas pequefias densas de DAPI en neuronas TH+ de ratones
inyectados con 6-OHDA (n = 137-177; prueba de Kolmogorov-Smirnov; 3 ratones por condicion).

(H) Los ARNm de p53 y p21 se cuantificaron mediante gRT-PCR utilizando ARN total de la SNpc de ratones
inyectados con 6-OHDA o placebo (n = 6; prueba t de Student).

(I) Expresiéon superior de elementos de repeticion en la SNpc inyectada con 6-OHDA. Los niveles de
transcripciones de LINE-1 analizadas mediante qRT-PCR utilizando ARN total de la SNpc aumentan en ratones
inyectados con 6-OHDA. El nivel de ARN de LINE-1 también se analizé utilizando ARN de nucleos purificados de
la SNpc (n = 3-5; prueba t de Student).

Figura S3 (relacionada con las figuras 2-3). Actividad de transcripcion de Engrailed implicada en la proteccion de
neuronas TH

(A) Se infundi6 a los ratones de forma unilateral placebo o EnHD-VP64 en la SNpc y se analizaron a los 7 dias.
La inmunotincién de secciones del mesencéfalo para detectar TH muestra que la infusién de EnHD-VP64 (pero
no el placebo) provoca la pérdida de células TH en la SNpc ipsilateral. Barra de escala, 500 pm.

(B) La pérdida de células TH inducida por EnHD-VP64 se evaludé comparando la proporcién de recuentos de
células TH+ en la SNpc ipsilateral frente contralateral a los 7 dias posteriores a la infusion (n = 6; prueba t de
Student). El nimero de neuronas contadas vario entre 1.902 y 2.118 por condicion.

(C) La cuantificacion de la tincion para y-H2AX muestra que el porcentaje de neuronas TH+ con >2 focos de
v-H2AX en la SNpc aumenta después de la infusion de EnHD-VP64 (n = 3; prueba t de Student; se contaron 138
y 129 neuronas en condiciones simuladas y con EnHD-VP64, respectivamente).

(D) El andlisis de datos de la secuenciacion de ARN también revela genes expresados diferencialmente en
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subgrupos de Pathway Studio Ontology relacionados con |la organizacion y biogénesis nucleolar en la SNpc de
ratones Enf+/- (p < 0,1).

(E) El nivel de pre-ARNr 458 en la SNpc de ratones wt y Enf+/- (animales de 8 semanas de vida) se analiz6
mediante qRT-PCR (n = 4; prueba t de Student).

(F) Engrailed promueve la supervivencia de las neuronas TH+ en el modelo con 6-OHDA. El efecto de
supervivencia de Engrailed no se observé si Engrailed se inyectd 24 horas después de la inyeccion de 6-OHDA
(cuando se pierde la mayoria de las neuronas TH+) y se evalud la recuperacion 6 horas después (n = 3).

Figura S4 (relacionada con la figura 4). Deteccion de marcadores del ciclo celular en neuronas TH+ después del
estrés oxidativo agudo in vivo y proteccion mediada por Engrailed contra DSB inducidas por H2Os in vitro

(A) Deteccion de marcadores del ciclo celular PCNA y pH3 en neuronas TH+ en el costado inyectado con
6-OHDA. Barra de escala, 20 um.

(B) La inmunotinciéon de secciones del mesencéfalo revela neuronas TH+ que expresan ciclina A solo en el
costado ipsilateral de los ratones inyectados con 6-OHDA. Los ratones fueron analizados 6 horas después de la
inyeccion. Barra de escala, 100 pm.

(C) Deteccion de caspasa-3 activada en neuronas TH+ con tincion positiva para pH 3. Barra de escala, 50 pm.

(D) Se cuantificd el porcentaje de neuronas TH+ que expresan ciclina A después de la inyeccion de 6-OHDA
(izquierda, n = 3; prueba t de Student) y se confirmé mediante analisis de transferencia Western (derecha, n = 4;
prueba t de Student).

(E) El tratamiento con Engrailed protege a las neuronas del mesencéfalo contra las DSB inducidas por H20.. Se
trataron cultivos primarios de neuronas mesencefalicas de embriones de raton E14.5 con HxO» a 5 uM después
de una incubacion de 24 horas con NaCl o En1 (15 nM). Las células se fijaron 1 hora después del tratamiento
con HxOs, se tifieron para y-H2AX y se cuantificd el nimero de focos (n = 68-137; ANOVA de una via, seguido de
la prueba de comparaciones multiples de Tukey). La proteccién mediada por En2 contra las DSB inducidas por
H20O- utilizando cultivos de neuronas del mesenceéfalo se evalué mediante el ensayo cometa realizado segun las
instrucciones del kit Trevigen CometAssay y se analizdé con el complemento OpenComet, barra de escala, 100
pm. Se cuantificé el nimero de neuronas con una cola de cometa (n = 39-46; ANOVA de una via, seguido de la
prueba de comparaciones multiples de Tukey).

(F) Genes expresados diferencialmente en la SNpc de ratones inyectados con En2 en comparacion con ratones
inyectados con placebo. Los genes relacionados con el dafio en el ADN, la remodelacion de la cromatina y la
apoptosis se clasifican segun los valores p.

Figura 5 : En1/GBX2/LHX9
5.1, Respuesta a la dosis para Engrailed; 5.2, Respuesta a la dosis para Gbx2; 5.3, Respuesta a la dosis para Lhx9.

EJEMPLOS
PROCEDIMIENTOS EXPERIMENTALES
Animales

Los ratones fueron tratados segun las directrices para el cuidado y uso de animales de laboratorio (US National
Institute of Health) y la Directiva Europea 86/609 (Consejo de la CEE para la proteccion de los animales en la
investigacion experimental y otros usos cientificos). Se mantuvieron ratones Swiss OF1 wt (Janvier) y Eni+/- (Hanks
et al.,, 1995 Science 269, 679-682) en instalaciones convencionales para animales. Los grupos experimentales
estaban compuestos por ratones de 6 a 9 semanas de vida.

Tratamientos in vivo

Para las inyecciones de 6-OHDA, se colocaron ratones en un instrumento estereotaxico y se perforé un orificio en el
craneo a 3,3 mm caudal y 1 mm lateral al bregma. Se bajé la aguja 4 mm desde la superficie del craneo y se
realizaron inyecciones de 6-OHDA (2 pl; 0,8 pg/pl Sigma) o simuladas (NaCl al 0,9 %) durante 4 minutos. Este
procedimiento dirige la homeoproteina al tejido SNpc. Para los experimentos de rescate con Engrailed, se inyecto
una solucion (2 pl) de En2 recombinante bacteriana (300 ng; 4 uM) y acido colominico (3 pg) (Sonnier et al., 2007 J
Neurosci 27, 1063-1071) o vehiculo (NaCl al 0,9 %) 30 minutos después de la inyeccion de 6-OHDA utilizando las
mismas coordenadas. Cuando se indico, se afadio cicloheximida (0,1 pg/ul, sigma). Para la inyeccion de proteina
Otx2, se utiliz6 una solucion de 2 pl que contenia 300 ng de la proteina. Los ratones fueron sacrificados en los
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momentos indicados para el analisis. Los tejidos SNpc para el analisis mediante qRT-PCR y transferencia Western
se obtuvieron realizando punciones de 1 mm a partir de cortes coronales congelados de 2 mm de grosor.

Para EnHD-VP64, se infundié a los ratones durante 7 dias una minibomba osmoética (Alzet 1002, Charles River
Laboratories) conectada a una canula de 4 mm de largo colocada en las mismas coordenadas estereotaxicas que
las anteriores. La bomba se llen6 con 100 pl que contenian En-VP64 (400 nM, NaCl al 0,9 % o el volumen
equivalente de un extracto bacteriano que contuviera plasmido vacio) y acido colominico (1,5 ng/ul).

Cuantificacion de imagenes

Las imagenes se analizaron con Imaged. Para la inmunofluorescencia, todas las cuantificaciones se realizaron
utilizando un aumento de 60X y planos focales sucesivos de 0,7 um de grosor. Para el andlisis del patrén nucleolar
de H3K27me3, se cred un grafico de las intensidades de los pixeles a lo largo de una linea posicionada a través del
nucléolo. La proporcion perinuclear/nuclear de la intensidad de fluorescencia de H3K27me3 se determin6é midiendo
la densidad de pixeles en la periferia del nacleo y en el nucleoplasma. Las regiones densas de DAPI en ratones
inyectados con placebo y 6-OHDA se cuantificaron midiendo las areas de superficie de DAPI individuales en cada
célula TH+ y representandolas como histogramas de distribucion de frecuencia relativa.

Analisis estadistico

La significacion estadistica se determiné utilizando pruebas apropiadas tal como se ha indicado. Los datos se
expresan como media + SEM. *p < 0,5, **p < 0,01, ***p < 0,001, ****p < 0,0001 en todos los experimentos.

Analisis mediante secuenciacion de ARN

Se aislaron neuronas mDA en la SNpc de ratones wt y En7+/- marcadas utilizando el protocolo de tincion rapida de
TH (Chung et al., 2005, Hum Mol Genet 14, 1709-1725) mediante microdiseccion por captura laser (LMD7000,
Leica). Se agruparon muestras de 4 animales por grupo y se extrajo el ARN total utilizando el microkit All Prep
DNA/RNA (Qiagen), seguido de DNasa | utilizando el protocolo RNeasy MinElute Cleanup para el tratamiento con
DNasa | en columna. La construccion de bibliotecas de ADNc (Ovation RNA-seq System V2) y la secuenciacion de
ARN lllumina se realizaron mediante la plataforma Ecole Normale Supérieure Genomic (Paris). Los valores p de los
genes expresados diferencialmente entre las muestras de wt y En+/- se calcularon utilizando el paquete DESeq
(Anders et al., 2010, Genome Biol 11, R106). Los recuentos de lecturas normalizadas se inyectaron en el algoritmo
Gene Set Enrichment Analysis (Pathway Studio, Elsevier) para analizar el enriquecimiento estadistico. Las
colecciones Pathway Studio Ontology y Cell Process Pathways se seleccionaron como categorias de conjuntos de
genes para el analisis. También se realizd un analisis de la secuenciacion de ARN utilizando ARN extraido de
neuronas mDA microdiseccionadas mediante captura laser después de la infusion de Engrailed (Alvarez-Fischer et
al.,, 2011, Nat Neurosci 14, 1260-1266) en la SNpc de ratones wt y de punciones de tejido de SNpc recogidas 6
horas después de la inyeccion de 6-OHDA/placebo y 6-OHDA/En2.

qRT-PCR

El ARN total de los tejidos SNpc se extrajo utilizando el kit RNeasy Lipid Tissue (Qiagen), seguido de digestion con
DNasa | (Thermo). EI ARN (200 ng) se transcribi6 utilizando el kit QuantiTect Reverse Transcription (Qiagen). La
gRT-PCR se realizé utilizando SYBR-Green (Roche Applied Science) y los valores se normalizaron a Gapdh y/o
Hprt. Los datos se analizaron utilizando el procedimiento ddCt. En algunos experimentos, el ARN se aislé de manera
especifica de los nucleos de SNpc (kit de fraccionamiento de proteinas subcelulares, Thermo).

Tabla de procedimientos suplementarios: Lista de cebadores utilizados para el analisis de qRT-PCR

(se refiere a procedimientos experimentales)

Gen Cebador directo Cebador inverso
Casp9 TGGTCCTGGTACATCGAGA SEQ ID NO. 5 AGCATTGGCAACCCTGAGAA SEQ ID NO.6
CcnAt GGGCCTGCTAGGCTGT SEQ. IDNO. 7 GTTCTCTGTGGGGGATCCTG SEQ ID NO. 8
CcnA2 CTCGCTGCATCAGGAAGACC SEQ. IDNO. 9 TAAGAGGAGCAACCCGTCG SEQID NO: 10
Cdk5 GCCAGACTATAAGCCCTACCC SEQ. ID NO. 11 GCTGCACAGGGTTACACTTC SEQ. ID NO. 12

Ent CCGGTGGTCAAGACTGACTC SEQ. ID NO. 13 CTGGTGCGTGGACCAGAG SEQ. ID NO. 14

En2 CCTTCTTCAGGTCCCAGGTC SEQ. ID NO. 15 AACTCAGCCTTGAGCCTCTG SEQ. ID NO. 16
Fent ATTCCTCTCGCCGCCATT SEQ. ID NO. 17 GAGGCATCGATGGCCACTTT SEQ. ID NO. 18

Gadd45b TCTCTAGAGGAACGCTGAGACC SEQ ID NO: 19| GTAGGGTAGCCTTTGAGGGATT SEQ ID NO: 20

Hdac7 CCCACCTGTCAGACCCAAGT SEQ ID NO: 21 | AGTCATAGACCAGCCCTGTAGCA SEQ ID NO: 22
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Gen Cebador directo Cebador inverso
5'UTR de LINE-1 | CTGGGAACTGCCAAAGCAAC SEQ ID NO: 23 CCTCCGTTTACCTTTCGCCA SEQ ID NO: 24
ORF2 de LINE-1 ATTCACAATGGGACCATGA SEQID NO: 25 | GTAAAGATCCTTCCCAATCTGTTG SEQ ID NO: 26
Nfkb2 GGTGGAAAAAGGGGAAAG SEQ ID NO: 27 AGGAGAAAAAGCCGAG SEQ ID NO: 28
p21 (Cdkn1cy) GGCCCGGAACATCTCAGG SEQ ID NO: 29 AAATCTGTCAGGCTGGTCTGC SEQ ID NO: 30
p53 GGCGTAAACGCTTCGAGATG SEQID NO: 31 | CTTCAGGTAGCTGGAGGTGAGC SEQ ID NO: 32
Parp3 GACCCCAGCTTGAAGAGTCC SEQ ID NO: 33 CTGCCCATCCAGTTCGAGTT SEQ ID NO: 34
Phf1 CTATCCGGATGTTCGCCTCC SEQ ID NO: 35 GAGGTGACCTATCTGGGGGGT SEQ ID NO: 36
Pmi ATAGCAGCAGTGAGTCCAGC SEQID NO: 37 | GCTGGCTAATTTTCTGGGTTTCA SEQ ID NO: 38
Polk CACAGCACTTGCAGGAAAGG SEQ ID NO: 39 CCTGTCTGGGTGTGTCGATT SEQ ID NO: 40
pre-ARNr 458 | CGTGTAAGACATTCCTATCTCG SEQ ID NO: 41 | GCCCGCTGGCAGAACGAGAAG SEQ ID NO: 42
Rad1 TACTGCTTAGTGGCCAGCCT SEQ ID NO: 43 AGGCATTTGCTTGCACACAC SEQ ID NO: 44
Th GTACTGGACAGTCCTCACACCA SEQ ID NO: 45| GGTGGTACCCTATGCATTTAGC SEQ ID NO: 46
Uaca AGAGGTCAAGAAGGGCAAGC SEQ ID NO: 47 TGCCACTCAACGCTCTTTCT SEQ ID NO: 48
Xpa GCGTGGCCAGTGTAAAAGCA SEQ ID NO: 49 CGCATTCTTCACAGATGGTGT SEQ ID NO: 50

Inmunotincion

Los ratones se perfundieron con paraformaldehido al 4 % en PBS, los cerebros se fijaron posteriormente durante 1
hora y se crioprotegieron en sacarosa al 15 %. Los tejidos incluidos en Tissue-Tek O.C.T. (Sakura Finetek) se
congelaron con isopentano antes del almacenamiento a -80 °C. Los cerebros se cortaron a nivel de la SNpc en
secciones de 18 um de grosor. Para la inmunofluorescencia, las secciones se permeabilizaron en Triton X-100 al
1 % en PBS durante 20 minutos y se incubaron a 100 °C durante 20 minutos en tampo6n de citrato (acido citrico 10
mM, Tween 20 al 0,05 %, pH 6,0). Después de bloguear durante 1 hora (suero de cabra normal al 10 %, Triton
X-100 al 0,05 % en PBS), los tejidos se incubaron durante la noche a 4 °C con anticuerpos primarios diluidos en la
solucion de bloqueo (anti-y-H2AX de ratén, 1:200, Millipore; anti-TH de pollo, 1:500, Abeam; anti-caspasa3 activada
de conejo, 1:200, Abeam; anti-nucleolina de conejo, 1:200, Sigma; anti-fibrilarina de conejo, 1:200, Cell Signaling;
anti-H3k27me3 de conejo, 1:200, Millipore; anti-H3k9me3 de conejo, 1:200, Abeam; un generoso obsequio de Edith
Heard; anti-lamina B2 de conejo, 1:100, Santa Cruz; anti-Mecp2 de conejo, 1:300, Abeam; anti-PCNA de conejo,
1:200, Cell Signaling; anti-ciclina A de conejo, 1:200, Santa Cruz; anti-pH3 de ratén, 1:100, Cell Signaling; anti-p-JNK
de ratén, 1:200, Santa Cruz). Las secciones se incubaron con anticuerpos secundarios apropiados (Alexa Fluor
anti-pollo 488, anti-pollo 647, anti-raton 488, anti-ratén 546 y anti-conejo 546, Life Technologies) durante 1 hora a
temperatura ambiente. Las secciones marcadas se observaron en imagenes mediante microscopia confocal (SP5,
Leica). Para la inmunohistoquimica de TH, las secciones se permeabilizaron en Triton X-100 al 1 % y se incubaron
durante la noche a 4 °C con suero de cabra normal al 10 % en PBS que contenia un anticuerpo policlonal de conejo
contra TH (1:1000; Pel-Freez Biologicals). Las secciones se trataron con un anticuerpo secundario biotinilado y se
incubaron con un complejo de peroxidasa de rabano picante biotinilada con avidina (ABC system, Vectastain). La
peroxidasa se reveld utilizando el kit de sustrato para peroxidasa (HRP) DAB (Vectastain) y se obtuvieron imagenes
con un microscopio Nokon Eclipe i90.

RESULTADOS
Ejemplo 1: Expresion del gen de neuronas mDA en la SNpc de ratones En1+/-

Se realizd un andlisis de secuenciacion de ARN en la SNpc microdiseccionada en ratones wt y Enf+/-. Se
obtuvieron lecturas comparables en ratones wt y En7+/- con 989 genes expresados diferencialmente (p < 0,05)
(figura S1A). El analisis se realiz6 en animales de 6 semanas de vida cuando todas las neuronas aun estaban
presentes en los ratones Ent+/-. Pathway Studio Ontology (software Gene Set Enrichment Analysis, Pathway
Studio) indica que los tres grupos mas representados y significativos son la reparacion del ADN (p = 0,002), la
remodelacion de la cromatina (p = 0,004) y los factores de transcripcion (p = 0,007); el analisis mediante Cell
Process Pathways también reveld genes diferenciales de regulacion de la apoptosis (p = 0,01) (figura S1B). Los
genes dentro de estas ontologias y vias se clasificaron mediante valores p crecientes; la figura 1A destaca aquellos
con diferencias significativas en los niumeros de lectura.

Los genes de factores de transcripcion representan el grupo mas abundante (figura S1B); la figura S1D clasifica
por valores p aguellos con expresion modificada en ratones En?+/-. La infusion de En2 en la SNpc de ratones wt
también modifica los genes de factores de transcripcion, pero mucho menos los genes de respuesta al dafio en el
ADN vy los que modifican la cromatina (figura S1C) que, por lo tanto, se investigaron posteriormente en el contexto
de este estudio. La RT-PCR cuantitativa (figura S1E) confirmd que los ratones Eni+/- de 6 semanas de vida
muestran una expresion alterada de diversos genes relacionados con el dafio en el ADN, la remodelacion de la
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cromatina y la apoptosis.
Ejemplo 2: Roturas de cadenas de ADN y marcas de cromatina modificada en neuronas mDA En7+/-

Se examinaron las neuronas mDA en la SNpc de ratones Eni+/- (entre 6 y 8 semanas de vida) en busca de signos
de dafio en el ADN siguiendo el marcador de rotura de cadena de ADN (DSBs) y-H2AX (Lobrich et al., 2010 Cell
Cycle 9, 662-669). Esto reveld la presencia de multiples focos de y-H2AX en aproximadamente el 16 % de las
neuronas TH+ en la SNpc (figuras 1B, C). Cabe destacar que las DSB no necesariamente conducen a una muerte
celular rapida, tal como lo demuestra la ausencia de muerte significativa, en el mutante Eni+/-, entre las 24 y 48
semanas, aungue el 16 % de las células tienen multiples focos de y-H2AX a las 24 semanas (figura S1F). En
ratones wt, aproximadamente el 98 % de las neuronas mDA muestran un solo anillo de y-H2AX alrededor del
nucléolo (figura 1B), también presente en neuronas de todo el cerebro. En consonancia con la menor sensibilidad
de las neuronas mDA del VTA a la pérdida de un alelo Ent, la tincion para y-H2AX fue similar en el VTA de ratones
wty En1+/- (figura 1C).

Los ratones Eni+/- también presentan signos de alteracion de la cromatina. Tal como se muestra en las figuras
1D-F, el patron de tincion perinucleolar y perinuclear para H3K27me3 (histona H3 trimetilada en K27) cambia en una
fraccion significativa de neuronas TH+ Ent1+/-. La distribucion del tamafo de las regiones densas de DAPI de la
heterocromatina (Guenatri et al., 2004 J Cell Biol 166, 493-505) también muestra una reduccion en el porcentaje de
manchas grandes en el raton En1+/- (figura 1G). Los cambios en la heterocromatina suelen estar asociados con
cambios en la expresion de elementos nucleares interdispersos largos (LINEs, Long Interdispersed Nuclear
Elements), por lo que la expresion de LINE aumenta en la SNpc de mutantes En7+/- (figura S1G). La induccion de
genes de apoptosis (figura 1A) se confirma por la tincién conjunta de TH/caspasa-3 activada en la SNpc de ratones
En1+/-, nunca observada en miembros de camada de wt (figura S1H).

Ejemplo 3: Mayor sensibilidad de las neuronas mDA En7+/- al estrés oxidativo agudo

Se aplicd un estrés oxidativo agudo a neuronas mDA inyectando 6-OHDA (un farmaco productor de super6xido
capturado especificamente por las neuronas mDA) directamente en la SNpc. Esto indujo, en 6 horas, la pérdida del
35 % de las neuronas TH+ y la formacion de multiples focos anormales de y-H2AX en aproximadamente el 26 % de
las restantes (figuras 2A, B), solo en la SNpc ipsilateral. La pérdida neuronal fue acompafiada por una reduccion en
la proteina TH y el ARNm (también ARNm de Ent) (figuras S2A, B) y la presencia de numerosas neuronas mDA
positivas de caspasa-3 activada (figura S2C). La inyeccién de 6-OHDA en ratones Ent+/- condujo a un mayor
porcentaje de neuronas TH+ con focos de y-H2AX en el costado inyectado con 6-OHDA (51 %) y a un aumento
paralelo en |la pérdida de neuronas TH+ (60 %) (figuras 2A, B). La infusion de EnHD-VP64 de hecho conduce a la
muerte de células mDA (figuras S3A,B) y a un aumento en el nimero de focos de y-H2AX (figuras S3C).

Ejemplo 4: El estrés oxidativo induce cambios en las marcas de heterocromatina.

Las marcas de heterocromatina también se modifican 6 horas después de |a inyeccion de 6-OHDA en ratones wt. La
tincién densa perinucleolar y perinuclear para H3K27me3 en neuronas TH+ de ratones inyectados con placebo se
transforma en tincién nucleoplasmica difusa en ratones inyectados con 6-OHDA (figura 2C). Este cambio se
cuantificé en el nucléolo midiendo la intensidad de fluorescencia perinucleolar a lo largo de un didmetro (figura 2D,
izquierda). De manera similar, la proporcion de intensidades de fluorescencia de H3K27me3 entre la lamina nuclear
periférica y el estroma nuclear disminuy¢ de 1,4 a 1,0 (figura 2D, derecha). La inyeccion aguda de 6-OHDA también
alter6 la tincién para H3K9me3 (histona H3 trimetilada en K9) y MeCP2 (figura S2D,E), con la pérdida de la tincidon
nitida de la lamina B2 (figura S2F) y un cambio en la distribucion del tamafio de los puntos densos de DAPI (figura
82G). MeCP2 se une a los CpG metilados y los cambios en su tincion podrian reflejar la oxidacion de la guanina.

El estrés nucleolar, sugerido por la pérdida perinucleolar de y-H2AX después de 6-OHDA (figura 2A), se verifica por
la caida del 70 % (placebo) al 30 % (6-OHDA) de células mDA con tincion densa de nucleolina (figuras 2E, F). Este
cambio estuvo acompafnado de una fuerte regulacion positiva del ARN pre-45S ribosémico (figura 2G) gue indica
dafio nucleolar. En comparacion, la tincion de nucleolina, normal en neuronas TH+ En7+/- a las 6 semanas, muestra
signos de alteracion al afio (figura 2H). Sin embargo, la expresion de genes involucrados en la organizacion del
nucléolo (secuenciacion de ARN) y el analisis gRT-PCR del pre-ARNr 45S sugieren un cambio en la fisiologia del
nucléolo en ratones Ent+/- de 6-8 semanas de vida (figuras S3D,E).

Ejemplo 5: Engrailed disminuye el niimero de DSB inducidas por H.0-

Para verificar si Engrailed es capaz de regular el dafio en el ADN inducido por estrés oxidativo, se inyectd
unilateralmente 6-OHDA a ratones wt y se les volvié a inyectar 30 minutos después con vehiculo (placebo) o En2.
Los analisis se realizaron a las 6 horas, 24 horas o 7 dias después de las inyecciones. La pérdida drastica a las 24
horas de células TH+ en la SNpc de ratones inyectados con 6-OHDA/placebo se reduce ampliamente en ratones
inyectados con 6-OHDA/En2 (figura 3A). La proteccion todavia es visible a los 7 dias con un 40 % y un 20 % de
neuronas supervivientes en ratones inyectados con En2 y en ratones con placebo, respectivamente (figura 3B). La
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inyeccion de En2 24 horas (en lugar de 30 minutos) después de 6-OHDA y analizada 6 horas més tarde no mostré
recuperacion, lo que demuestra que la tincién de TH corresponde a la supervivencia real y no a la reexpresion de TH
(figura S3F).

La apoptosis inducida por 6-OHDA se acomparfa de la expresion de marcadores del ciclo celular (figuras S4A-D).
Por consiguiente, la expresion de ciclina A detectada en células TH+ tratadas con En2 6 horas después de las
inyecciones casi habia desaparecido a las 24 horas (figura 3C). El rescate neuronal por En2 se asocia con la
reaparicion de patrones de tincion normales para H3K27me3, nucleolina y y-H2AX (figura 4D). El porcentaje de
células TH+ con tincién perinucleolar para H3K27me3 “de tipo salvaje” aumentd del 20 % al 37 % a las 6 horas y
alcanz6 el 60 % y el 80 % a las 24 horas y a los 7 dias, respectivamente. El patrén de nucleclina de tipo salvaje
tardé mas en reaparecer, ya que la recuperacion se observo solo a las 24 horas con pocos cambios entre las 24
horas y una semana. Finaimente, la disminucion en el nimero de focos de y-H2AX fue més lenta con una
recuperacion completa solo a los 7 dias.

El rescate se correlaciond con un aumento significativo en la expresion del ARNm de TH y una disminucion en la del
pre-ARNr 45S ya 6 horas después de la inyeccion de En2 (figura 3E). La expresion de genes seleccionados
relacionados con el ciclo celular y la apoptosis, regulada positivamente en el raton En+/- o después de la inyeccion
de 6-OHDA, se reprimi6 en la SNpc de ratones con 6-OHDA/EN2 (figura 3E). Los andlisis se realizaron a las 6 horas
cuando los animales inyectados con placebo y En2 todavia tenian cantidades similares de neuronas mDA (figura
3B).

Las neuronas del mesencéfalo E14.5 que expresan Engrailed, pero de las cuales solo el 1-2 % son dopaminérgicas,
fueron expuestas a H>O> con o sin En2. La figura S4E ilustra que En2 disminuye el nimero de DSB inducidas por
H20- en paralelo con una disminucion en la formacién de colas de cometa que indican dafio en el ADN.

Ejemplo 6: Engrailed activa vias de supervivencia a corto y largo plazo

La proteccion por En2 requiere su inyeccion antes de las 24 horas (figura S3F). Para identificar genes en esta via
de supervivencia temprana, se secuenci6 el ARN de SNpc de ratones con 6-OHDA/placebo o 6-OHDA/En2 (6 horas)
y se analizaron genes en las vias de remodelacion de cromatina, dafio en el ADN, apoptosis y ciclo celular segun
Pathways Studio. Las figuras 4A,B clasifican por orden de importancia los genes con mayores diferencias en
numeros de lecturas y la figura 4C proporciona confirmacion por gRT-PCR de una expresion aumentada de los
principales genes representativos en las 4 vias analizadas. Los genes en la via de la apoptosis estan mas
representados que en el raton Ent+/- (figura 1). Esto no se debe a la inyeccion de En2 per se (figura S4F), lo que
sugiere que la rapida regulacion positiva de las vias antiapoptoticas por En2 tiene lugar de manera especifica
después del estrés oxidativo agudo.

En paralelo con la disminucion de la expresion de Gadd45b en ratones Ent+/- de 8 semanas de vida, la adicion de
cicloheximida en los experimentos de rescate demuestra que Gadd45b, a diferencia de Pml para el control, no
requiere la traduccion de una proteina intermedia y, por lo tanto, es una diana directa de Engrailed, (figura 4D). La
alta induccion de Gadd45b/g y NF-kB sugirié un papel para la sefializacion de la quinasa N-terminal c-Jun (JNK),
una via implicada en diversas enfermedades neurodegenerativas, incluida la enfermedad de Parkinson (EP) (Coffey,
2014, Nat Rev Neurosci 15, 285-299). Las figuras 4E,F confirman que el fuerte aumento en la tincion de p-JNK 6
horas después de 6-OHDA es antagonizado por En2 (figura 4F).

Ejemplo 7: Engrailed, asi como otras dos homeoproteinas, Gbx2 y Lhx9, disminuyen el numero de DSB
inducidas por H20O>

Dada la alta conservacion estructural y funcional de las homeoproteinas, los inventores de la presente invencion
esperaban que otras homeoproteinas tuvieran efectos similares a los de Engrailed. Por lo tanto, han comparado el
efecto sobre el dafio en el ADN inducido por H2O: de otras dos homeoproteinas, Gbx2 (Lin et al., 1996, Genomics,
3, 335-342) y Lhx9 (Rétaux et al., 1999, J. of Neuroscience, 19(2), 783-793) en comparacion con Engrailed.

Las células del mesencéfalo E14.5 se disociaron con tripsina y se cultivaron durante 6 dias en medio neurobasal
suplementado con glutamina, aspartato, glutamato y mezcla de antibidticos/antimicéticos en cubreobjetos de vidrio
con poli-D-lisina/laminina. A continuacion, las células se trataron con la homeoproteina a la concentracion indicada
durante 24 horas y, a continuacién, se expusieron durante 1 hora con 100 pM de H2O. y se fijaron en
paraformaldehido al 4 %. Las roturas de ADN se visualizaron con inmunofluorescencia de y2HAX. Cada punto de
datos en los gréaficos representa el nimero de focos medianos a grandes en el nicleo de una célula. 5-10 células por
cubreobjetos y habia 4 cubreobjetos por condicion. No se incluyeron células sin focos.

Las diferencias entre los grupos se evaluaron utilizando la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis seguida de la
prueba de comparacion multiple de Dunn.

15



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 3010 130T3

7.1. Dosis-respuesta para Engrailed 1 (figura 5.1)

El tratamiento con 100 pM de H2O» aumentd de manera significativa el nimero de focos de 1,9 a 8,3/célula (p <
0,01). El pretratamiento con En1 redujo el nimero de focos de forma dependiente de la dosis. 1 ng/ml (0,25 nM)
redujo parcialmente, pero de manera significativa (p < 0,01), el nimero de focos causados por H202. 5 ng/ml (1,25
nM) y 20 ng/ml (0,5 nM) redujeron el niumero de focos aun mas (p < 0,01), pero fueron todavia superiores gue la
condicién de control tratada con vehiculo (p < 0,01). 100 ng/ml (2,5 nM) fue indistinguible de las células tratadas con
control y, por lo tanto, evitdé por completo las roturas de ADN causadas por HoOo.

7.2. Dosis-respuesta para Gbx2 (figura 5.2)

El tratamiento con H2O» duplicé de manera significativa el numero de focos de yY2HAX en comparacion con el control
tratado con vehiculo (p < 0,01). 1 ng/ml (0,027 nM) redujo parcialmente, pero de manera significativa, el nimero de
focos (p < 0,01). 20 ng/ml (0,54 nM) redujo algo mas el numero de focos y 100 ng/ml (2,68 nM) bloguearon los
efectos del H:Oo.

7.3. Respuesta a la dosis para Lhx9 (figura 5. 3). El tratamiento con H2O:» duplicé de manera significativa el
numero de focos de yY2HAX en comparacion con el control tratado con vehiculo (p < 0,01). 5 ng/ml (0,022 nM)
redujeron de manera significativa el numero de focos y esta reduccion fue ain mayor, pero no completa, a 20 ng/ml
(0,54 nM). 100 ng/ml (2,68 nM) bloquearon completamente los efectos del HoOs.

Conclusion

Las homeoproteinas Engrailed se expresan en neuronas dopaminérgicas adultas de la sustancia negra. En ratones
heterocigoticos de Engrailedi, estas neuronas comienzan a morir a las 6 semanas, son mas sensibles al estrés
oxidativo y desarrollan progresivamente rasgos similares a los observados después de un estrés oxidativo agudo y
fuerte infligido a neuronas de tipo salvaje. Estos cambios incluyen roturas de cadenas de ADN y la modificacion
(intensidad y distribucion) de diversas marcas de heterocromatina nuclear y nucleolar. Engrailed! y Engrailed2 son
proteinas transductoras bioquimicamente equivalentes que se utilizaron previamente para antagonizar la muerte de
neuronas dopaminérgicas en ratones heterocigoticos de Engrailed1 y en modelos de ratén de la enfermedad de
Parkinson.

Por consiguiente, se demuestra que, después de un estrés oxidativo agudo, una Unica inyeccion de Engrailed2
restaura todas las marcas de heterocromatina nuclear y nucleolar, disminuye el nimero de roturas de la cadena de
ADN vy protege a las neuronas dopaminérgicas contra la apoptosis. Estos resultados respaldan el hecho de que
Engrailed no solo es capaz de prevenir el dafio de las neuronas dopaminérgicas presentes en las neuronas
dopaminérgicas de la sustancia negra, sino también de rescatar a estas neuronas cuando resultan dafadas por el
estrés oxidativo.

Los niveles elevados de especies reactivas de oxigeno (ROS, reactive oxygen species) son toxicos, en particular a
nivel del ADN, donde inducen directamente la DDR. En consecuencia, las neuronas con una actividad metabdlica
elevada, tales como las neuronas mDA de SNpc, que producen cantidades elevadas de ATP y ROS, corren el riesgo
de degeneracion. Las vias de remodelacion de la cromatina y la DDR estan interconectadas, ya que el dafio en el
ADN induce cambios en la cromatina, que son necesarios en si mismos para dar acceso a la maquinaria de
reparacion del ADN. Este estudio sitlia a los genes de Engrailed como reguladores clave del dafio en el ADN y los
cambios en la cromatina que acompafian a las formas crénicas y agudas de estrés oxidativo en las neuronas mDA.

El modelo cronico En+/- de estrés oxidativo en el que las neuronas mDA muestran una tasa de muerte progresiva,
pero mas rapida, que en ratones WT demuestra que, de manera similar a la dosis de Otx2 en la retina adulta, la
dosis de Engrailed es importante en la SNpc adulta. De hecho, dado que En1 y En2 son bioguimicamente
equivalentes, la pérdida de solo un alelo de cada cuatro es suficiente para acelerar la muerte celular. En el contexto
del envejecimiento y las enfermedades neuroldgicas, esto sugiere que las neuronas mDA en el raton
En1+/- envejecen mas rapido y son mas sensibles a la 6-OHDA, una toxina utilizada en modelos animales de EP.

La EP, incluso en sus formas familiares, se manifiesta bastante tarde en la vida, lo que subraya un riesgo asociado
con la edad. Incluso si Engrailed no es un gen de la EP, sus propiedades antienvejecimiento podrian explicar la
asociacion de los polimorfismos de EN1 y el riesgo de desarrollar EP. En este contexto, cabe destacar que varios
fenotipos observados en los ratones En1+/- 0 en el modelo agudo de 6-OHDA recuerdan las observaciones
realizadas en pacientes o modelos de EP. Por ejemplo, la pérdida de MeCP2 en las neuronas mDA de la SNpc
compromete la via dopaminérgica nigroestriatal; las vias de JNK y ciclina estan implicadas en la EP y se inform6 de
la difusion de nucleolina en pacientes con EP.

En un estudio previo, se demostré que Engrailed protege a las neuronas mDA en tres modelos de raton de EP
(Alvarez-Fischer et al., 2011). El estudio fue muy diferente en el sentido de que se inyecté 6-OHDA en el cuerpo
estriado y no directamente en la SNpc, un procedimiento agudo y severo que evita los efectos secundarios a largo
plazo. De manera mas importante, en el estudio previo, Engrailed se infundié en la SNpc 3 semanas antes de la
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lesion estriatal y no se inyectd 30 minutos después de la inyeccion de 6-OHDA. Finalmente, el presente estudio, al
contrario de los anteriores, establece un papel de Engrailed como regulador transcripcional y epigenético y no solo a
nivel de la traduccion de proteinas, incluso si los dos modos de accion pueden concurrir para salvar las células. Esta
actividad transcripcional y epigenética es muy importante, ya que sugiere que Engrailed puede tener un efecto
duradero en la supervivencia de las neuronas mDA. Ademas, el presente estudio, al contrario del anterior, muestra
que Engrailed puede ser Util para rescatar a los dopaminérgicos, no solo para prevenir su lesion inducida por estrés
oxidativo.

Por lo tanto, se puede proponer un mecanismo basado en efectos a corto y largo plazo. Entre los efectos a corto
plazo se incluyen la traduccion de ARNm que codifican proteinas mitocondriales (Alvarez-Fischer et al., 2011:
Stettler ef al, 2012) y, en particular, pero no solo, la transcripcion de genes antiapoptéticos (este estudio) y la
represion de la apoptosis como ya se ha propuesto (Alberi et al., 2004; Beltran et al, 2014), con un predominio,
aparentemente, de las vias de GADD45b/g, NF-kB y JNK. Se propone que los efectos a largo plazo se relacionen
con mecanismos transcripcionales y epigenéticos que permiten tanto la reestructuracion de la cromatina como la
reparacion del ADN, dos vias altamente interconectadas basadas en la regulacion de los genes destacados en el
estudio de secuenciacion de ARN inicial que compara el transcriptoma de SNpc de WT y En1+/-.

En conclusion, los efectos protectores de Engrailed en modelos de EP (Alvarez-Fischer et al., 2011), junto con los

datos actuales, dan crédito a la idea de utilizar Engrailed como una proteina terapéutica que actua tanto a nivel de
traduccién de ARNm como de transcripcion génica directa o indirecta.
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REIVINDICACIONES
1. Proteina Engrailed para su utilizacion en el tratamiento y/o la prevencion de la esclerosis lateral amiotrofica.

2. Composicién que comprende la proteina Engrailed para su utilizacion en el tratamiento y/o la prevencion de la
esclerosis lateral amiotréfica.

3. Composicion para utilizacion, segun la reivindicacion 2, en la que la proteina Engrailed se administra por via oral,
intravenosa, intraperitoneal, por infusion, subcutanea, enteral, rectal, intranasal, por inhalacion, bucal, sublingual,
intramuscular, transdérmica, intradérmica, tdpica, intraocular, vaginal, rectal 0 mediante inyeccion intracraneal, o
cualquier combinacion de las mismas.

4. Composicion para su utilizacion, segun la reivindicacion 2 o 3, en la que la proteina Engrailed se administra una
sola vez.

5. Composicion para su utilizacion, segun cualquiera de las reivindicaciones 2 a 4, en la que la proteina Engrailed se
administra directamente en la region de la sustancia negra pars compacta.

6. Composicion para su utilizacion, segun cualquiera de las reivindicaciones 2 a 5, en la que dicha composicion
comprende otro farmaco farmacéutico seleccionado entre el grupo de factor de crecimiento, azucar complejo y
sirtuina.

7. Composicion para su utilizacion, segun la reivindicacion 6, en la que dicho azdcar complejo es acido polisidlico.

8. Composicién para su utilizacion, segun cualquiera de las reivindicaciones 2 a 7, en la que la proteina Engrailed
protege a las células del dafio en el ADN y/o la remodelacion de la cromatina.
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