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DESCRIPCION
Tratamiento de la esclerosis lateral amiotréfica con inhibidores de las tirosina cinasas
DECLARACION CON RESPECTO A LA INVESTIGACION FINANCIADA CON FONDOS FEDERALES

La presente invencion se ha realizado con financiacion publica a través de la subvencion AG30378 concedida por los
Institutos Nacionales de Salud. El gobierno posee determinados derechos sobre la invencion.

Antecedentes

Las enfermedades neurodegenerativas incluyen trastornos genéticos y esporadicos asociados con disfuncion
progresiva del sistema nervioso. Se ha estimado que uno de cada cuatro estadounidenses desarrollara una afeccion
neurodegenerativa en su vida. En general, sin embargo, los mecanismos subyacentes que provocan las afecciones
no se comprenden bien y hay pocas opciones de tratamiento eficaces disponibles para prevenir o tratar enfermedades
neurodegenerativas. De manera similar, las opciones de tratamiento para las enfermedades miodegenerativas y las
enfermedades priodnicas también son limitadas.

La solicitud de patente internacional WO2010/017541 divulga compuestos, composiciones, kits y métodos para tratar
afecciones relacionadas con la neurodegeneracion o enfermedades oculares. El trastorno neurodegenerativo puede
ser esclerosis lateral amiotrofica, que se propone tratar con sunitinib, que es un inhibidor de ataques.

Sumario

En el presente documento se proporciona un compuesto para su uso en un método de tratamiento o prevencion de la
esclerosis lateral amiotréfica en un sujeto como se define en las reivindicaciones, que comprende seleccionar un sujeto
con esclerosis lateral amiotréfica, en donde opcionalmente el sujeto tiene una patologia por TDP-43 (del inglés TAR
DNA-binding protein 43, proteina de unién al ADN de TAR 43) y administrar al sujeto una cantidad efectiva de un
inhibidor de las tirosina cinasas como se define en las reivindicaciones, en donde el inhibidor de las tirosina cinasas
no es Gleevec y en donde el inhibidor de las tirosina cinasas cruza la barrera hematoencefalica. El inhibidor de las
tirosina cinasas es nilotinib, bosutinib, o0 una combinacién de los mismos.

Los detalles de una o mas realizaciones de la invencion se exponen en los dibujos adjuntos y la descripcion a
continuacion. Otras caracteristicas, objetos y ventajas de la invencion resultaran evidentes a partir de la descripcién y
los dibujos, asi como de las reivindicaciones. Los dibujos que no se relacionan con la matera objeto abarcada por las
reivindicaciones son para referencia.

Descripcion de los dibujos

La Figura 1 es un diagrama que muestra los mecanismos celulares asociados con la actividad de la parkina en
condiciones neurodegenerativas (izquierda) y tras la intervencion con inhibidores de las tirosina cinasas (derecha).
La intervencion activa la actividad de la parkina para estimular la eliminacion de las vacuolas autofagicas.

La Figura 2 es un diagrama que muestra que la acumulacion de amiloide conduce a la induccion autofagica y el
secuestro en fagoforos. En animales transgénicos o que expresan amiloide, la interaccion de la parkina con la
beclina 1 se reduce, lo que conduce a una maduracion disminuida del fagéforo en autofagosomas y a defectos
autofagicos. La inhibicién de las cinasas activa la parkina y aumenta su interaccion con la beclina 1, lo que da
como resultado la maduracion de los fagoforos en fagosomas y la eliminacion. Se utilizé fraccionamiento subcelular
mediante gradientes de metrazimida para aislar el fagéforo (AV-10), los autofagosomas (AV-20) y los lisosomas,
para demostrar cémo la célula maneja la acumulacion y eliminacion de amiloide.

La Figura 3 muestra que la parkina interactua con la beclina 1 en ratones de tipo silvestre pero no ratones -/- para
parkina: El ensayo de ligadura de proximidad (PLA, del inglés Proximity Ligation Assay) in situ en cortes cerebrales
de 20 mm de grosor mostro la interaccion de parkina y beclina 1 en A) ratones C57BL/6 pero no en B) ratones -/-
para parkina (control), lo que indica que la parkina interactua con la beclina 1. EI PLA in situ en cortes cerebrales
de 20 mm de grosor mostré la interaccién de la parkina y la beclina 1 en C) ratones Tg-A53T y D) Tg-APP tratados
con DMSO, E) Tg-A53T y F) Tg-APP tratados con nilotinib 10 mg/kg durante 3 semanas, G) Tg-A53T y H) Tg-APP
tratados con bosutinib 5 mg/kg durante 3 semanas.

La Figura 4 es un grafico que representa los niveles de ELISA de AB1.42 humana en lisados cerebrales de ratones
triple mutantes APP-AD (del inglés Amyloid precursor protein-alzheimer disease, proteina precursora del péptido
amiloide-enfermedad de Alzheimer) (Tg-APP) tratados con Nilotinib 1 mg/kg o 5 mg/kg una vez cada dos dias
durante 6 semanas. N=10 animales. P<0,05. ANOVA, con comparacion multiple de Neuman Keuls. Un asterisco
indica una diferencia significativa al comparar con DMSO. Las barras son la media £ DT.

La Figura 5 es un grafico que representa los niveles de ELISA de AB1.42 humana en lisados cerebrales de ratones
triple mutantes APP-AD (Tg-APP) tratados con bosutinib 1 mg/kg o 5 mg/kg una vez cada dos dias durante 6
semanas. N=10 animales. P<0,05. ANOVA con comparacion multiple de Neuman Keuls. Un asterisco indica una
diferencia significativa en comparacién con DMSO. Las barras son la media + DT.
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La Figura 6 es un grafico que representa los niveles de ELISA de sinucleina a humana en lisados cerebrales de
ratones A53T (A53T-Tg) tratados con Bosutinib 5 mg/kg una vez al dia durante 3 semanas. N=10 animales. P<0,05.
ANOVA, con comparacion multiple de Neuman Keuls. Un asterisco indica una diferencia significativa en
comparacion con DMSO. Las barras son la media + DT.

La Figura 7 es un gréafico que representa los niveles de ELISA de sinucleina a humana en lisados cerebrales de
ratones A53T (A53T-Tg) tratados con Bosutinib 1 mg/kg o 5 mg/kg una vez cada 2 dias durante 6 semanas. N=10
animales. P<0,05. ANOVA, con comparacion multiple de Neuman Keuls. Un asterisco indica una diferencia
significativa en comparacion con DMSO. Las barras son la media + DT.

La Figura 8 es un gréafico que representa los niveles de ELISA de sinucleina a humana en la sangre de ratones
AS53T (A53T-Tg) tratados con Bosutinib 1 mg/kg o 5 mg/kg una vez cada 2 dias durante 6 semanas. N=10 animales.
P<0,05. ANOVA, con comparacion multiple de Neuman Keuls. Un asterisco indica una diferencia significativa en
comparacion con DMSO. Las barras son la media + DT.

La Figura 9 es un grafico que representa los niveles de ELISA de sinucleina a humana en lisados cerebrales de
ratones A53T (A53T-Tg) tratados con Nilotinib 1 mg/kg o 5 mg/kg una vez cada segundo dia durante 6 semanas.
N=10 animales. P<0,05. ANOVA, con comparacién multiple de Neuman Keuls. Un asterisco indica una diferencia
significativa en comparacion con DMSO. Las barras son la media + DT.

La Figura 10 es un grafico que representa los niveles de ELISA de sinucleina a humana en la sangre de ratones
AS53T (A53T-Tg) tratados con Nilotinib 1 mg/kg o 5 mg/kg una vez cada segundo dia durante 6 semanas. N=10
animales. P<0,05. ANOVA, con comparacion multiple de Neuman Keuls. Un asterisco indica una diferencia
significativa en comparacion con DMSO. Las barras son la media + DT.

La Figura 11 muestra A) un grafico que representa los niveles de ELISA de AB1-42 humana, B) un grafico que
representa AB1-40 humana en lisados cerebrales de ratones triple mutantes APP-AD (Tg-APP) tratados con
Bosutinib 5 mg/kg todos los dias durante 3 semanas, C) un grafico que representa los niveles de ELISA de parkina
de ratén y D) un grafico que representa Tau fosforilada (Ser 396) de raton en lisados cerebrales de ratones triple
mutantes APP-AD (Tg-APP) tratados con Bosutinib 5 mg/kg todos los dias durante 3 semanas. N=10 animales.
P<0,05. ANOVA con comparacion multiple de Neuman Keuls. Un asterisco indica una diferencia significativa en
comparacion con DMSO. Las barras son la media + DT.

La Figura 12 es un grafico que representa los niveles de ELISA de AB1.42 humana en lisados cerebrales de ratones
a los que se les inyectd AB1.42 lentivirica (tipo silvestre y .. para parkina, durante 3 semanas y tratados con Bosutinib
5 mg/kg todos los dias durante 3 semanas adicionales. N=10 animales. P<0,05. ANOVA con comparaciéon multiple
de Neuman Keuls. Un asterisco indica una diferencia significativa en comparacién con DMSO. Las barras son la
media + DT.

La Figura 13 muestra que la expresion de sinucleina a en el cerebro aumenta su nivel en sangre y la inhibicién de
las tirosina cinasas invierte estos efectos de una manera dependiente de parkina. Se inyecto a ratones de forma
estereotactica (bilateralmente) sinucleina a lentivirica en la sustancia negra durante 3 semanas. A continuacion, a
la mitad de los animales se les inyectd nilotinib 10 mg/kg y a la otra mitad DMSO. Se compararon los efectos de la
expresion de sinucleina a y la inhibicion de las tirosina cinasas en A) el cerebro y B) los niveles sanguineos de
sinucleina a. Un asterisco indica una diferencia significativa en comparacion con DMSO. Las barras son la media
+DT.

La Figura 14 muestra que la expresion de sinucleina a en el cerebro aumenta su nivel en sangre y la inhibiciéon de
las tirosina cinasas invierte estos efectos de una manera dependiente de parkina. Se inyecto a ratones de forma
estereotactica (bilateralmente) sinucleina a lentivirica en la sustancia negra durante 3 semanas. A continuacion, a
la mitad de los animales se les inyect6 bosutinib 5 mg/kg y a la otra mitad DMSO. Se compararon los efectos de la
expresion de sinucleina a y la inhibicion de las tirosina cinasas en A) el cerebro y B) los niveles sanguineos de
sinucleina a. Un asterisco indica una diferencia significativa en comparacion con DMSO. Las barras son la media
+DT.

La Figura 15 muestra que la sinucleina a indujo la pérdida de los niveles de dopamina y de acido homovanilico
(HVA, del inglés homovanillic acid). La inhibicion de las tirosina cinasas invirtid estos efectos y mejord el
rendimiento motor. Se inyecté a ratones de forma estereotactica (bilateralmente) sinucleina a lentivirica en la
sustancia negra durante 3 semanas. A continuacion, a la mitad de los animales se les inyecto Nilotinib 10 mg/kg o
Bosutinib 5 mg/kg y a la otra mitad DMSO. Se compararon los efectos de la expresion de sinucleina a y la inhibicion
de las tirosina cinasas sobre A) los niveles de dopamina y de &cido homovanilico (HVA) (ELISA). Los efectos del
tratamiento sobre B) el rendimiento motor se evaluaron utilizando rotarod (varilla giratoria). Un asterisco indica una
diferencia significativa en comparacién con DMSO. Las barras son la media + DT.

La Figura 16 muestra que AB1.42 se acumula en las AV-10 en animales Tg-APP, pero el tratamiento farmacoldgico
potencia la eliminacion autofagica mediante el depdsito de AB142 en AV-20 y el lisosoma. Los histogramas
muestran ABi42 en fracciones subcelulares, incluyendo vacuolas autofagicas 10 (AV-10; fagoforos +
autofagosomas), AV-20 (autofagosomas) y lisosomas. A ratones transgénicos 3xAPP se les inyecto i.p. Nilotinib
10 mg/kg o Bosutinib 5 mg/kg o DMSO una vez al dia durante 3 semanas consecutivas. Los tejidos cerebrales se
fraccionaron para aislar las AV (del inglés autophagic vacuoles, vacuolas autofagicas) y se realizé ELISA especifico
para ser humano para determinar el contenido en proteinas. N=5 animales por tratamiento.

La Figura 17 muestra que AB1.40 Se acumula en las AV-20 en animales Tg-APP, pero el tratamiento farmacoldgico
potencia la eliminacion autofagica mediante el depdsito de AB140 en AV-20 y el lisosoma. Los histogramas
muestran ABi4o en fracciones subcelulares, incluyendo vacuolas autofagicas 10 (AV-10; fagoforos +
autofagosomas), AV-20 (autofagosomas) y lisosomas. A ratones transgénicos 3 x APP se les inyecto i.p. Nilotinib
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10 mg/kg o Bosutinib 5 mg/kg o DMSO una vez al dia durante 3 semanas consecutivas. Los tejidos cerebrales se
fraccionaron para aislar las AV y se realizé un ELISA especifico para determinar el contenido de proteinas. N=5
animales por tratamiento.

La Figura 18 muestra que P-Tau se acumula en las AV-10 en animales Tg-APP, pero el tratamiento farmacolégico
potencia la eliminaciéon autofagica mediante el depédsito de p-Tau en las AV-20 y el lisosoma, que contienen
enzimas degradativas. Los histogramas muestran hiperfosforilacion de Tau (p-Tau) en la serina 396 en fracciones
subcelulares, incluyendo vacuolas autofagicas 10 (AV-10; fagoforos+ autofagosomas), AV-20 (autofagosomas) y
lisosomas. A ratones transgénicos 3 x APP se les inyecto i.p. Nilotinib 10 mg/kg o Bosutinib 5 mg/kg o DMSO una
vez al dia durante 3 semanas consecutivas. Los tejidos cerebrales se fraccionaron para aislar las AV, y se realizd
un ELISA especifico para ratén para determinar el contenido de proteinas. N=5 animales por tratamiento.

La Figura 19 muestra que el tratamiento farmacoldgico aumenta la actividad de la parkina, lo que conduce a la
eliminacion de proteinas, incluyendo la propia parkina. Los histogramas muestran la parkina en fracciones
subcelulares, incluyendo vacuolas autofagicas 10 (AV-10; fagoforos + autofagosomas), AV-20 (autofagosomas) y
lisosomas. A ratones transgénicos 3 x APP se les inyecto i.p. Nilotinib 10 mg/kg o Bosutinib 5 mg/kg o DMSO una
vez al dia durante 3 semanas consecutivas. Los tejidos cerebrales se fraccionaron para aislar las AV y se realizd
un ELISA especifico para raton para determinar el contenido de proteinas. La parkina se acumula en las AV-10 en
animales Tg-APP, pero el tratamiento farmacoldgico potencia la eliminacion autofagica mediante el depésito de
parkina en las AV-20 y el lisosoma, que contienen enzimas degradativas. N=5 animales por tratamiento.

La Figura 20 muestra que la eliminacién autofagica es dependiente de parkina. Los histogramas muestran AB1.42
en fracciones subcelulares, incluyendo vacuolas autofagicas 10 (AV-10; fagoforos + autofagosomas), AV-20
(autofagosomas) y lisosomas. Se les inyecto a ratones de tipo silvestre o -/- para parkina AB142 lentivirica durante
3 semanas y se trataron i.p. con Nilotinib 10 mg/kg o Bosutinib 5 mg/kg o DMSO una vez al dia durante 3 semanas
(adicionales) consecutivas. Los tejidos cerebrales se fraccionaron para aislar las AV y se realizé ELISA especifico
para ser humano para determinar el contenido en proteinas. AB142 se acumula en las AV-10 en cerebros a los que
se les inyecto lentivirus, pero el tratamiento farmacolégico potencia la eliminacion autofagica mediante el deposito
de AB142 en las AV-20 y el lisosoma. N=5 animales por tratamiento.

La Figura 21 muestra que P-Tau en la serina 396 se acumula en las AV-10 en cerebros a los que se les inyecto
lentivirus, pero el tratamiento farmacolédgico potencia la eliminacion autofagica mediante el depdsito de p-Tau en
las AV-20 y el lisosoma, donde se degrada. Los histogramas muestran p-Tau en fracciones subcelulares,
incluyendo vacuolas autofagicas 10 (AV-10; fagoforos + autofagosomas), AV-20 (autofagosomas) y lisosomas. Se
les inyect6 a ratones de tipo silvestre o -/- para parkina AB+-42 lentivirica durante 3 semanas y se trataron i.p. con
Nilotinib 10 mg/kg o Bosutinib 5 mg/kg o DMSO una vez al dia durante 3 semanas (adicionales) consecutivas. Los
tejidos cerebrales se fraccionaron para aislar las AV y se realiz6 un ELISA especifico para raton para determinar
el contenido de proteinas. La eliminacion autofagica es dependiente de parkina. N=5 animales por tratamiento.
La Figura 22 muestra que la sinucleina a se acumula en las AV-10 en cerebros a los que se les inyecto lentivirus,
pero el tratamiento farmacoldgico potencia la eliminacion autofagica mediante el depésito de sinucleina a en las
AV-20 y el lisosoma, que contienen enzimas degradativas. Los histogramas muestran la sinucleina a en fracciones
subcelulares, incluyendo vacuolas autofagicas 10 (AV-10; fagoforos + autofagosomas), AV-20 (autofagosomas) y
lisosomas. Se les inyectd a ratones de tipo silvestre o -/- para parkina sinucleina a lentivirica en la SN durante 3
semanas y se trataron i.p. con Nilotinib 10 mg/kg o Bosutinib 5 mg/kg o DMSO una vez al dia durante 3 semanas
(adicionales) consecutivas. Los tejidos de la SN se fraccionaron para aislar las AV y se realizo un ELISA especifico
para ser humano para determinar el contenido de proteinas. La eliminacion autofagica es dependiente de la
parkina. N=5 animales por tratamiento.

La Figura 23 muestra que P-Tau se acumula en las AV-10 en cerebros a los que se les inyecto lentivirus, pero el
tratamiento farmacoldgico potencia la eliminacion autofagica mediante el depdsito de p-Tau en las AV-20 y el
lisosoma, que contienen enzimas degradativas. Los histogramas muestran p-Tau en la serina 396 en fracciones
subcelulares, incluyendo vacuolas autofagicas 10 (AV-10; fagoforos + autofagosomas), AV-20 (autofagosomas) y
lisosomas. Se les inyectd a ratones de tipo silvestre o -/- para parkina sinucleina a lentivirica en la SN durante 3
semanas y se trataron i.p. con Nilotinib 10 mg/kg o Bosutinib 5 mg/kg o DMSO una vez al dia durante 3 semanas
(adicionales) consecutivas. Los tejidos de la SN se fraccionaron para aislar las AV y se realizé un ELISA especifico
para raton para determinar el contenido de proteinas. La eliminacién autofagica es dependiente de parkina. N=5
animales por tratamiento.

La Figura 24 muestra que la sinucleina a se acumula en las AV-10 en los cerebros de A53T, pero el tratamiento
farmacoldgico potencia la eliminacion autofagica mediante el depésito de sinucleina a en las AV-20 y los lisosomas.
Los histogramas muestran la sinucleina a en fracciones subcelulares, incluyendo vacuolas autofagicas 10 (AV-10;
fagoéforos + autofagosomas), AV-20 (autofagosomas) y lisosomas, que contienen enzimas digestivas. A ratones
transgénicos A53T se les inyecto i.p. Nilotinib 10 mg/kg o Bosutinib 5 mg/kg o DMSO una vez al dia durante 3
semanas consecutivas. Los tejidos cerebrales se fraccionaron para aislar las AV y se realizé ELISA especifico para
ser humano para determinar el contenido en proteinas. N=5 animales por tratamiento.

La Figura 25 muestra que P-Tau se acumula en las AV-10 en los cerebros de A53T, pero el tratamiento
farmacologico potencia la eliminacion autofagica mediante el depdsito de p-Tau en las AV-20 y el lisosoma. Los
histogramas muestran p-Tau en la Serina 396 en fracciones subcelulares, incluyendo vacuolas autofagicas 10 (AV-
10; fagoforos + autofagosomas), AV-20 (autofagosomas) y lisosomas, que contienen enzimas digestivas. A ratones
transgénicos A53T se les inyecto i.p. Nilotinib 10 mg/kg o Bosutinib 5 mg/kg o DMSO una vez al dia durante 3
semanas consecutivas. Los tejidos cerebrales se fraccionaron para aislar las AV y se realizé un ELISA especifico

4



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES2943113 T3

para ratén para determinar el contenido de proteinas. N=5 animales por tratamiento.

La Figura 26 muestra que la parkina se acumula en las AV-10 en los cerebros de A53T, pero el tratamiento
farmacoldgico potencia la eliminacion autofagica mediante el deposito de parkina en las AV-20 y el lisosoma. Los
histogramas muestran la parkina en fracciones subcelulares, incluyendo vacuolas autofagicas 10 (AV-10; fagéforos
+ autofagosomas), AV-20 (autofagosomas) y lisosomas, que contienen enzimas digestivas. A ratones transgénicos
A53T se les inyectd i.p. Nilotinib 10 mg/kg o Bosutinib 5 mg/kg o DMSO una vez al dia durante 3 semanas
consecutivas. Los tejidos cerebrales se fraccionaron para aislar las AV y se realizé un ELISA especifico para ratén
para determinar el contenido de proteinas. N=5 animales por tratamiento.

La Figura 27 es un diagrama que ilustra como la inhibicion de las tirosina cinasas aumenta la actividad de la parkina
y facilita la eliminacién autofagica de p-Tau. Este proceso precisa la estabilizacion de Tau de los microtubulos
intactos. La activacion de las tirosina cinasas, la acumulacion de p-Tau y la autofagia alterada tienen un papel
reconocido en la neurodegeneracion. Se produce una disminucion de la solubilidad de la parkina y su acumulacion
con AB intracelular y p-Tau en vacuolas autofagicas en cerebros con EA, al tiempo que la parkina exégena facilita
la eliminacion autofagica en modelos animales.

La Figura 28 muestra A) c-Abl fosforilada en la tirosina 412 (T412) y B) la expresion endégena de parkina
combinadas en C) el hipocampo de ratones C57BL/6 de 6 meses de edad tratados i.p. con DMSO diariamente
durante 3 semanas. La Figura 28 también muestra D) la disminucion de c-Abl fosforilada en la tirosina 412 (T412)
y E) el aumento de la expresién endogena de parkina combinadas en F) el hipocampo de ratones C57BL/6 de 6
meses de edad tratados i.p. con Bosutinib 5 mg/kg diariamente durante 3 semanas.

La Figura 29 muestra la expresion de A) parkina y B) AB combinadas en C) la corteza de ratones Tg-APP de 6
meses de edad, tratados con DMSO o Bosutinib 5 mg/kg (D-F) una vez al dia durante 3 semanas. Usando una
combinacion distinta de anticuerpos (véase la Figura G-I que muestra la expresion de parkina (G) y AB (H) en el
hipocampo de ratones Tg-APP tratados con DMSO. J-H muestran el aumento del nivel de parkina en animales
tratados durante 3 semanas una vez al dia con Bosutinib (J) junto con niveles de placa disminuidos (Ky L) en el
hipocampo.

La Figura 30 muestra AB de placas tefiida con anticuerpo 6E10 y contratefiida con DAB en el cerebro de animales
Tg-APP tratados i.p. con DMSO una vez al dia durante 3 semanas.

La Figura 31 muestra AR de placas tefiida con anticuerpo 6E10 y contratefiida con DAB en el cerebro de animales
Tg-APP tratados i.p. con Bosutinib 5 mg/kg una vez al dia durante 3 semanas.

La Figura 32 muestra que Bosutinib reduce los niveles de sinucleina a en ratones transgénicos que expresan A53T
en todo el cerebro. A-D muestran la expresién de sinucleina a humana en sustancia negra a la que se le inyectd
LacZ lentivirica (durante 3 semanas) con A) DMSO y B) Bosutinib 5 mg/kg una vez al dia durante 3 semanas. Cy
D muestran la expresién de sinucleina a humana en sustancia negra a la que se inyecto sinucleina a lentivirica
(durante 3 semanas) con C) DMSO y D) o Bosutinib una vez al dia durante 3 semanas. E-H muestran la expresion
de tirosina hidroxilasa (TH) en sustancia negra a la que se le inyectd LacZ lentivirica (durante 3 semanas) con E)
DMSO y F) Bosutinib 5 mg/kg una vez al dia durante 3 semanas. G y H muestran la expresion de TH en sustancia
negra a la que se le inyecto sinucleina a lentivirica (durante 3 semanas) con G) DMSO y H) o Bosutinib una vez al
dia durante 3 semanas. La sinucleina a disminuye las neuronas con TH y el Bosutinib rescata estas células. 1-J
muestran la expresion de sinucleina a humana en ratones A53T en |) la corteza, J) el cuerpo estriado, G) el tronco
encefalico y L) el hipocampo, tratados con DMSO durante 3 semanas. M-P muestran la expresion de sinucleina a
humana en ratones A53T en M) la corteza, N) el cuerpo estriado, O) el tronco encefalico y P) el hipocampo, tratados
con Bosutinib 5 mg/kg durante 3 semanas.

La Figura 33 proporciona graficos que representan el rendimiento en una prueba del laberinto acuatico de Morris
(en segundos) que muestran que el tratamiento i.p. con Bosutinib 5 mg/kg una vez al dia durante 3 semanas mejor6
el comportamiento cognitivo en ratones a los que se les habia inyectado bilateralmente AB1.42 lentivirica durante 3
semanas antes del tratamiento farmacolégico. Los ratones tratados con Bosutinib encontraron la plataforma (A)
pero los ratones tratados con DMSO emplearon mas tiempo en el area NO, donde se colocaron inicialmente, o la
NE o SO, sin encontrar de forma efectiva el area de la plataforma. Bosutninb mejoré el rendimiento cognitivo de
una manera dependiente de parkina, ya que los ratones -/- para parkina no parecian aprender mucho. B) muestra
que los ratones tratados con Bosutinib recorrieron menos distancia con menos velocidad, pero entraron en el area
de la plataforma mas que los ratones tratados con DMSO.

La Figura 34 muestra que los inhibidores de las tirosina cinasas aumentan los niveles de actividad de la parkina.
A) muestra los niveles ELISA de actividad de la parkina en células de neuroblastoma M17 humanas tratadas con
Nilotinib 10 mg/kg o Bosutinib 5 mg/kg durante 24 horas. N=12. P<0,05. ANOVA, con comparacion multiple de
Neuman Keuls. Un asterisco indica una diferencia significativa en comparacion con DMSO. Las barras son la media
+ DT. B) muestra los niveles de parkina (ELISA) en lisados cerebrales de ratones de tipo silvestre a los que se les
inyectd sinucleina a lentivirica durante 3 semanas y luego se los traté con Nilotinib 10 mg/kg una vez cada dos
dias durante 3 semanas. N=10 animales. P<0,05. ANOVA, con comparacion multiple de Neuman Keuls. Un
asterisco indica una diferencia significativa en comparacion con DMSO. Las barras son la media + DT.

La Figura 35 es un andlisis de transferencia de Western de lisados cerebrales de ratones Tg-APP tratados con
Bosutinib 5 mg/kg durante 3 semanas adicionales. Estas transferencias muestran niveles disminuidos de c-Abl,
aumento de parkina y alteracion de distintos marcadores moleculares de autofagia, lo que indica que AR altera la
autofagia normal y Bosutinib refuerza la autofagia para eliminar AB1.42.

La Figura 36 es un andlisis de transferencia de Western de lisados cerebrales de ratones Tg-APP tratados con
Bosutinib 5 mg/kg durante 3 semanas. Estas transferencias muestran alteraciones en los niveles de marcadores
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moleculares de autofagia.

La Figura 37 es un andlisis de transferencia de Western de lisados cerebrales de ratones Tg-APP tratados con
Bosutinib 5 mg/kg durante 3 semanas adicionales. Estas transferencias muestran niveles disminuidos de
fragmentos carboxiterminales (CTF, del inglés C-terminal fragments) y fosfo-tirosina.

La Figura 38 es un andlisis de transferencia de Western de lisados cerebrales de ratones Tg-APP tratados con
Bosutinib 5 mg/kg una vez al dia durante semanas adicionales. Estas transferencias muestran niveles disminuidos
de distintos is6topos de Tau.

La Figura 39 es un analisis de transferencia de Western de lisados cerebrales de ratones de tipo silvestre que
expresaban AB142 lentivirica (3 semanas) con y sin tratamiento con Bosutinib (5 mg/kg) durante 3 semanas
adicionales. Estas transferencias muestran los niveles de distintos marcadores moleculares de autofagia, lo que
indica que AB142 altera la autofagia normal y Bosutinib refuerza la autofagia para eliminar AB142. La Figura 40 es
un analisis de transferencia de Western de lisados cerebrales de ratones de tipo silvestre que expresaban AB1.42
lentivirica (3 semanas) con y sin tratamiento con Bosutinib durante 3 semanas adicionales. Estas transferencias
muestran niveles disminuidos de ubiquitina (transferencia de la parte superior) y pan fosfo-tirosina (segunda
transferencia) y SIAH2 (del inglés seven in absentia homolog, siete en ausencia homologa), lo que sugiere que
Bosutinib es un amplio inhibidor de las tirosina cinasas. La Figura 41 es un analisis de transferencia de Western
de lisados cerebrales de ratones de tipo silvestre que expresaban ABi42 lentivirica (3 semanas) con y sin
tratamiento con Bosutinib durante 3 semanas adicionales. Estas transferencias muestran niveles disminuidos de
distintos is6topos de Tau. La Figura 42 es un andlisis de transferencia de Western de lisados cerebrales de ratones
de tipo silvestre que expresaban sinucleina a lentivirica (3 semanas) con y sin tratamiento con Bosutinib durante 3
semanas adicionales. Las transferencias muestran en orden aumento de sinucleina a en animales a los que se les
inyectd sinucleina lentivirica, junto con niveles disminuidos de c-Abl y fosforilacion, niveles aumentados de parkina
y marcadores de autofagia, incluyendo P62, HDAC6, LC3 y ATG12, en comparacion con los controles de carga de
tubulina y MAP2. La Figura 43 muestra que la parkina es insoluble en el cuerpo estriado cadavérico de pacientes
humanos con EP. A) Los histogramas representan la medicion de ELISA de la parkina humana en el caudado de
pacientes con EP y sujetos de control. B) es un analisis de TW en gel de SDS-NuPAGE al 4-12 % de lisados de
cuerpo estriado humanos cadavéricos solubles en pacientes con EP y sujetos de control, que muestra la parkina
(12 transferencia) y las proteinas ubiquitinadas (22 transferencia) en comparacion con el control de carga de actina.
C) Los histogramas representan la cuantificacion de las transferencias. D) es un analisis de TW en gel SDS
NuPAGE al 4-12 % que muestra los niveles de parkina insoluble (12 transferencia), fosfo-parkina (22 transferencia),
proteinas ubiquitinadas (32 transferencia) y actina (4% transferencia). E) Los histogramas representan la
cuantificacion de las transferencias. Los asteriscos indican una diferencia significativa. F) El diagrama de cajas
representa muestras individuales de pacientes humanos con EP y controles de la misma edad. Los histogramas
son la media + DT expresada como % respecto al control. ANOVA, Neumann Keuls con comparacion multiple o
prueba de la t no paramétrica. P<0,05. N=12 pacientes con EP y 7 sujetos de control.

La Figura 44 muestra la inmunotincién de tejidos humanos con anticuerpos para humano y GFAP. Inmunotincién
de cerebros cortados en serie € incluidos en parafina de 20 um de grosor con A) tincién anti-parkina humana
(PRKS8) y contratincion con el marcador nuclear DAPI que muestra la proteina citosdlica, B) cotincion para parkina
y para el marcador glial GFAP que muestra la expresion de parkina en astrocitos, C) tincion para TH en el caudado
de un sujeto de control, D) tincién para parkina y contratincién con el marcador nuclear DAPI que muestra la
proteina citosodlica, E). Cotincion para parkina y marcador glial GFAP que muestra la expresion de parkina en
astrocitos, F). tincion para TH en el caudado de un paciente con EP/EA, G) tincion para parkina y contratincion con
DAPI que muestra proteina citosélica, H) cotincion con parkina y marcador glial GFAP que muestra la expresion
de parkina en astrocitos, I) tincién para TH en el mesencéfalo/SN de un sujeto de control, J) tincion para parkina y
contratincién con DAPI que muestra proteina citosolica, K) cotincidon para parkina y marcador glial GFAP que
muestra expresion de parkina en astrocitos, L) tincion de TH en el mesencéfalo/SN de un paciente con EP. M).
tincion anti-parkina humana (AB5112) y contratincion con el marcador nuclear DAPI que muestra proteina
citosolica, N) cotincion para parkina y marcador glial GFAP que muestra expresion de parkina en astrocitos, O)
tincion para TH en el caudado de un sujeto de control.

La Figura 45 muestra el fraccionamiento subcelular en tejidos cerebrales con EP humanos congelados. A) muestra
la tincién con anti-parkina humana (AB5112) y la contratincion con marcador nuclear DAPI que muestra proteina
citosdlica. B) muestra la tincion para el marcador neuronal MAP-2 y DAPI y C) muestra parkina y MAP-2
combinados en cortes en serie tefidos. D) muestra la TH en el mesencéfalo/SN de un sujeto de control. E) muestra
la tincién con anti-parkina humana (AB5112) y la contratincion con marcador nuclear DAPI que muestra proteina
citosodlica. F) muestra la tincion del marcador neuronal MAP-2 y DAPI y G) muestra parkina y MAP-2 combinados
en cortes en serie tefidos para H) TH en el mesencéfalo/SN de un paciente con EP y demencia. |) muestra un
analisis de TW en un gel SDS NuPAGE al 4-12 % de lisados de cuerpo estriado humano que muestra la expresion
de LC3-1y LC3-II (primer panel), LC3-B (segundo panel), en comparacion con el control de carga de actina (panel
inferior) J) muestra histogramas que representan el andlisis densitométrico de las transferencias. K) muestra una
transferencia de Western en extractos subcelulares que muestra a LC3-B en las AV-10 y las AV-20 y a LAMP-3 en
la fraccién lisosémica, asi como el marcador mitocondrial COX-IV y el marcador nuclear PARP-1. Los graficos
representan el fraccionamiento subcelular y la medicién por ELISA de L) sinucleina a humana, M) parkina humana
y N) p-Tau humana (AT8). Los asteriscos indican significativamente diferente del control. ANOVA, Neumann Keuls
con comparacion multiple, P<0,05. N=12 pacientes con EP y 7 sujetos de control.

La Figura 46 muestra que la expresion lentivirica de sinucleina a conduce a p-Tau y la actividad de la parkina
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invierte estos efectos. A) es un analisis de TW en un gel SDS-NuPAGE al 4-12 % de extractos de cuerpo estriado
de rata que muestra los niveles de expresion de parkina (transferencia de la parte superior) y de sinucleina a
(transferencia central) y los niveles de actina (transferencia de la parte inferior). B) muestra histogramas que
representan la cuantificacion de los niveles de sinucleina a humana mediante ELISA. C) muestra histogramas que
representan la cuantificacion de la actividad de la parkina humana. D) es una medicion por ELISA de p-Tau de
rata. Tincion de tioflavina-S de cortes de cuerpo estriado de 20 um en cerebros a los que se les inyect6 E) parkina,
F) sinucleina a y G) parkina+sinucleina a lentiviricas. Se muestra la tincion de sinucleina a humana de cortes de
20 ym cortados en serie con cortes para tioflavina S en cerebros a los que se les inyectd K) parkina, L) sinucleina
a y M) parkina+sinucleina a lentiviricas. Los asteriscos indican significativamente diferentes. Los histogramas son
la media £ DT expresada como % del control. ANOVA, Neumann Keuls con comparacion multiple, P<0,05. N=8
animales por tratamiento para TW y ELISA, 8 para IHQ.

La Figura 47 muestra que la parkina de tipo silvestre, pero no la T240R, invierte la acumulacién de autofagosomas
inducida por la sinucleina a. Micrografias electronicas de cortes del cuerpo estriado en cerebros de rata a los que
se les inyectd A) LacZ lentivirica (Lv-LacZ) como control, B) sinucleina a lentivirica (Lv-Sin), C) parkina lentivirica
+ sinucleina a lentivirica (Lv-Sin+Lv-Par), las vacuolas contienen desechos y D) sinucleina a lentivirica + T240R
lentivirica (Lv-Sin+Lv-T240R). El asterisco indica vacuolas autofagicas. N=8. Los graficos representan el
fraccionamiento subcelular y la medicién por ELISA de E) sinucleina a y F) p-Tau en modelos animales de
transferencia génica. ANOVA, Neumann Keuls con comparacion multiple, P<0,05. N=5 animales por tratamiento
para fraccionamiento subcelular.

La Figura 48 muestra que la parkina funcional, T240R no mutante, invierte la alteracion de la sinucleina a de la
autofagia normal. A) muestra un analisis de TW en un gel SDS NuPAGE al 4-12 % de lisados de cuerpo estriado
de rata que muestra la expresion de beclina (primer panel), Atg7 (segundo panel) y Atg12 (tercer panel) en
comparacion con el control de carga de actina (panel inferior) en animales a los que se les inyect6 Lv-LacZ, Lv-
Par, Lv-Sin y Lv-Par+Lv-Sin. B) muestra un analisis de TW de lisados cerebrales de cuerpo estriado de rata que
muestra la expresiéon de LC3-B (primer panel) y HDAC6 (segundo panel) en comparacién con el control de carga
de actina (panel inferior) en animales a los que se les inyect6 Lv-LacZ, Lv-Par, Lv-Sin y Lv-Par+Lv-Sin. Se muestra
la tincion de cortes cerebrales corticales de 20 um de grosor al que se le inyecto C) parkina lentivirica (Lv-Par), D)
sinucleina a lentivirica (Lv-Sin) E) parkina lentivirica + sinucleina a lentivirica (Lv-Par+Lv-Sin) y F) T240R lentivirica
+ sinucleina a lentivirica (Lv-T240R+Lv-Sin). G) muestra histogramas que representan el recuento estereoldgico
de células positivas para LC3-B en el cuerpo estriado. H) es un analisis de transferencia de Western en gel un SDS
NuPAGE al 4-12 % con anticuerpo para P62. Los asteriscos indican una diferencia significativa. Los histogramas
son la mediazDT convertidos en % del control. ANOVA, Neumann Keuls con comparacion multiple, P<0,05. N=8
animales por tratamiento para TW y ELISA, 8 para IHQ.

La Figura 49 muestra que la parkina aumenta en los cerebros con EA. A) muestra un analisis de TW en un gel
SDS-NuPAGE al 4-12 % de lisados corticales humanos cadavéricas en la EA. B) muestra histogramas que
representan los niveles de parkina humana medidos por ELISA. C) es un analisis de TW en un gel SDS-NuPAGE
al 4-12 % que muestra el nivel de expresién de las posibles dianas de degradacion de la parkina, incluyendo
proteinas ubiquitinadas (transferencia de la parte superior), tubulina (22 transferencia) y Ciclina E (32 transferencia)
y actina (4?2 transferencia). D) muestra histogramas que representan la cuantificacion de transferencias por
densitometria. E) es un analisis de TW en gel SDS-NuPAGE al 4-12 % que muestra proteinas insolubles extraidas
en urea 4 M, incluyendo parkina total (transferencia de la parte superior) y parkina fosforilada en la Serina 378 (22
transferencia) y actina (32 transferencia). F) muestra histogramas que representan la cuantificacion de
transferencias por densitometria. Los asteriscos indican una diferencia significativa. Los histogramas son la media
+ DT expresada como % del control. Todas las bandas se cuantificaron con respecto a los niveles de actina.
ANOVA, Neumann Keuls con comparacion multiple, P<0,05.

La Figura 50 muestra la AB142 intraneuronal aumentada y la colocalizacion de la parkina en el hipocampo de
cerebros con EA. Se muestran IHQ de cortes de hipocampo humano de 30 um de grosor incluidos en parafina de
un sujeto de control (caso n.° 1252) tefidos con A) anticuerpo anti-Api42 humana+DAPI y B) anticuerpo anti-
parkina+DAPI. C) es una figura combinada que muestra la cotincién de AB+1.42 y parkina. Se muestran IHQ de cortes
de hipocampo de un paciente con EA (caso n.° 1774) tefiidos con D) anticuerpo anti-AB1.42 humana+DAPI y E)
anticuerpo anti-parkina humana+DAPI. F) es una figura combinada que muestra la cotinciéon de AB1.42 y parkina.
Se muestran IHQ de cortes de hipocampo de un paciente con EA (caso n.° 1861) tefidos con G) anticuerpo 4G8
anti-AB142+DAPI y H) anticuerpo anti-parkina humana+DAPI, e |) es una figura combinada que muestra la cotinciéon
de AB142 (4G8) y parkina.

La Figura 51 muestra que la parkina colocaliza con AB1.42 intraneuronal en la corteza de cerebros con EA. Se
muestran IHQ de cortes de corteza entorrinal humana de 30 um de grosor incluidos en parafina de un paciente con
EA (caso n.° 1833) tefidos con A) anticuerpo anti-AB142 humana+DAPI y B) anticuerpo anti-parkina+DAPI. C) es
una figura combinada que muestra la cotincion de AB142y parkina. Se muestran IHQ de cortes de neocorteza
humana de paciente con EA (caso n.° 1851) tefiidos con D) anticuerpo anti-AB+1.42 humana+DAPI y E) anticuerpo
anti-parkina+DAPI. F) es una figura combinada que muestra la cotincidon de AB142y parkina. Se muestran IHQ de
cortes de neocorteza de un paciente con EA (caso n.° 1861) tefiidos con G) anticuerpo 4G8 anti-AB1.42
humana+DAPI y H) anticuerpo anti-parkina humana+DAPI. ) es una figura combinada que muestra la cotincién de
AB142 (4G8) y parkina.

La Figura 52 muestra que la parkina, la AB142 ¥ la p-Tau se acumulan en vacuolas autofagicas de cerebros con
EA. A) es un analisis de TW en un gel de SDS-NuPAGE al 4-12 % de lisados corticales cadavéricos humanos en

7



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES2943113 T3

EA explorados con anticuerpo anti-LC3 que muestra a LC3-1 y LC3-II (12 transferencia) y LC3-B (22 transferencia)
y actina (3?2 transferencia). B) muestra histogramas que representan la cuantificacién de transferencias por
densitometria. C) es un analisis por TW de fracciones aisladas con Metrazimida de tejido cerebral congelado que
muestra el marcador lisosdmico LAMP-3 en la fraccion flotante y la deteccion de LC3-B en las AV-10 y AV-20. Los
graficos representan la medicién por ELISA en vacuolas autofagicas de D) AB1.42, E) AB140, F) p-Tau (AT8) y G)
parkina humanas. Los asteriscos indican una diferencia significativa. Los histogramas son la media £ DT expresada
como % del control. Todas las bandas se cuantificaron con respecto a los niveles de actina. ANOVA, Neumann
Keuls con comparacion multiple, P<0,05.

La Figura 53 muestra que la parkina disminuye el nivel de AB142 lentivirica y de p-Tau en modelos animales de
transferencia génica. A) es un analisis de TW en un gel SDS NuPAGE al 4-12 % que muestra los niveles de
expresion de parkina y AB+.42, analizado con un péptido sintético como control de peso molecular y de anticuerpo.
B) muestra histogramas que representan la cuantificacion de parkina humana por ELISA. C) muestra un ELISA de
AB142 humana 2 semanas después de la inyeccion de lentivirus. D) muestra la medicion por ELISA de p-Tau de
rata 2 y 4 semanas posinyeccion. También se muestra la tincion de tioflavina-S de cortes corticales de 20 ym en
cerebros a los que se les inyecté E) LacZ, F) AB142 y G). parkina+ARB1.42 lentiviricas. Los asteriscos indican una
diferencia significativa. Los histogramas son la media + DT expresada como % respecto al control. Todas las
bandas se cuantificaron con respecto a los niveles de actina. ANOVA, Neumann Keuls con comparacion multiple,
P<0,05. N=8 animales por tratamiento para TW y ELISA, 8 para IHQ.

La Figura 54 muestra que la parkina elimina la acumulacién de vacuolas autofagicas inducida por AB142. Se
muestran micrografias electronicas de cortes corticales en cerebros de rata a los que se les inyectd A) LacZ
lentivirica (Lv-LacZ) como control, B) parkina lentivirica (Lv-Par), C) A AB1.42 lentivirica (Lv-A AB+.42) (las flechas
indican vacuolas) y D) parkina lentivirica + A AB1.42 lentivirica (Lv-A AB142 +Lv-Par) (la vacuola contiene desechos).
N=8. Los graficos representan el fraccionamiento subcelular y la medicién por ELISA de E) AB142 y F) p-Tau en
modelos animales de transferencia génica. Todas las bandas se cuantificaron con respecto a los niveles de actina.
ANOVA, Neumann Keuls con comparacion multiple, P<0,05. N=5 animales por tratamiento para fraccionamiento
subcelular.

La Figura 55 muestra que AB+.42 intracelular altera la autofagia normal y la parkina facilita la eliminacién autofagica.
A) es un analisis de TW en un gel SDS NuPAGE al 4-12 % de lisados corticales de rata que muestra la expresion
de beclina (primer panel), Atg7 (segundo panel) y Atg12 (tercer panel), y el control de carga de actina (panel
inferior) en animales a los que se les inyecté Lv-LacZ, Lv-Par, Lv-AB142 y Lv-Par+Lv-AB142. B) es un analisis de
TW de lisados cerebrales corticales de rata que muestra la expresion de LC3-B (primer panel) y HDACG6 (segundo
panel) y el control de carga de actina (panel inferior) en animales a los que se les inyecté Lv-LacZ, Lv-Par, Lv-AB1-
42 Y Lv-Par+Lv-AB142. Se muestra la tincion de cortes cerebrales corticales de 20 um de grosor a los que se les
inyectd C) LacZ lentivirica (Lv-LacZ), D) parkina lentivirica (Lv-Par) E) AB142 lentivirica (Lv-AB142) y F) parkina
lentivirica + AB142 lentivirica (Lv-Par+Lv-AB+.42). G) muestra histogramas que representan el recuento estereoldgico
de células positivas para LC3-B en la corteza. H) es un andlisis de TW de un gel SDS NuPAGE al 4-12 % que
muestra los niveles de P62. Los asteriscos indican una diferencia significativa. Los histogramas son la media + DT
expresada como % del control. Todas las bandas se cuantificaron con respecto a los niveles de actina. ANOVA,
Neumann Keuls con comparacion multiple, P<0,05. N=8 animales por tratamiento para TW y ELISA, 8 para IHQ.
La Figura 56 muestra que la activaciéon de c-Abl esta asociada con la acumulacién de sinucleina a. Una TW en un
gel SDS-NuPAGE al 10 % muestra A) la expresion de sinucleina a lentivirica (12 transferencia), c-Abl total (22
transferencia) y c-Abl fosforilada en la tirosina 412 (T412) (32 transferencia), y actina (N=9). B) muestra c-Abl total
(12 transferencia) c-Abl T412 (22 transferencia) y actina en extractos de cuerpo estriado cadavérico humano, EP
N= 9y 7 controles, p<0,02, prueba de la t bilateral. C) muestra la densitometria de las TW de ser humano. D) es
una TW en un gel de SDS-NuPAGE al 4-12 % que muestra c-Abl total (12 transferencia) y c-Abl fosforilada en la
tirosina 412 (T412) (22 transferencia), y la expresion de sinucleina a de ratén (32 transferencia) y actina (N=9). E)
es un grafico que representa la cuantificacién del andlisis por espectrometria de masas de Nilotinib cerebral
(N=5/punto de tiempo). Los graficos representan la actividad de la caspasa 3 en F) ratones a los que se les inyecto
sinucleina a y LacZ lentiviricas (N= 14) con y sin Nilotinib, y G) ratones transgénicos A53T de 6-8 meses de edad
(N=15) y controles de la misma edad de tipo silvestre (N=64) con y sin Nilotinib. 'Significativamente distinto,
ANOVA, comparaciéon multiple de Neumann Keuls, p<0,05.

La Figura 57 muestra que el Nilotinib elimina la sinucleina a y protege a las neuronas de tirosina hidroxilasa (TH)
de la SN. La tinciéon inmunohistoquimica de cortes cerebrales de 20 um de grosor muestra la sinucleina a humana
en A) ratones a los que se les inyectd LacZ lentivirica+Nilotinib, B) ratones a los que se les inyecté sinucleina o
lentivirica en la SN y tratados con DMSO y C) ratones a los que se les inyecté sinucleina a lentivirica y tratados
con Nilotinib. La tincién inmunohistoquimica de cortes cerebrales de 20 um de grosor muestra la tirosina hidroxilasa
en ratones D) a los que se les inyectd LacZ lentivirica+Nilotinib, G es mayor aumento de un animal distinto y E)
ratones a los que se les inyect6 sinucleina a lentivirica y tratados con DMSO. H) es mayor aumento de un animal
distinto. F) muestra ratones a los que se les inyectd sinucleina a lentivirica y tratados con Nilotinib. 1) es mayor
aumento de un animal distinto. J) muestra células contratefiidas con Nissl en LacZ+Nilotinib, K). sinucteina
a+DMSO y L). sinucleina a+Nilotinib.

La Figura 58 muestra que el Nilotinib elimina la acumulacion de vacuolas autofagicas en la SN de ratones con
sinucleina a lentivirica. La microscopia electronica de transmision de las neuronas de la SN muestra la acumulacién
de desechos citosdlicos y vacuolas autofagicas (las AV) en ratones que expresan sinucleina a lentivirica con
tratamiento con DMSO (véanse las Figuras 58 A, C y E). Las Figuras 58 B, D y F) muestran el aspecto de las AV
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mas grandes en los ratones tratados con Nilotinib.

La Figura 59 muestra que el Nilotinib atenta los niveles de sinucleina a en ratones A53T. La tincion
inmunohistoquimica de cortes cerebrales de 20 um de grosor muestra una expresion abundante de sinucleina a
humana en ratones transgénicos A53T de 6 a 8 meses de edad tratados con DMSO en A) el cuerpo estriado, B)
el tronco encefalico, C) la corteza y D) el hipocampo de distintos animales. La inyeccion i.p. diaria de Nilotinib
durante 3 semanas muestra una disminucion de la sinucleina a humana en E) el cuerpo estriado, F) el tronco
encefalico, G) la corteza y H) el hipocampo.

La Figura 60 muestra que el Nilotinib activa a la parkina e induce la eliminaciéon autofagica. A) es un grafico que
representa la viabilidad celular basada en MTT en células de neuroblastoma M17 humanas (N=12) transfectadas
con ADNCc de AB+-42 (0 LacZ) durante 24 h, y luego se tratadas con Nilotinib 10 yM durante 24 h adicionales. B) es
un grafico que representa la actividad del proteasoma a través de ensayos de tipo quimotripsina que utilizan
lactacistina inhibidora del proteasoma 20S 20 uM como control de especificidad en células de neuroblastoma
humano (N=12) con y sin Nilotinib. C) es un ELISA de AB1.42 humana antes y después del tratamiento con Nilotinib
en células de neuroblastoma de rata B35 (N=12) en medios, lisados solubles (tampdn STEN) e insolubles (acido
férmico al 30 %) en presencia y ausencia de ARNhc de beclina 1. D) es una TW de lisados de células solubles (de
C) que muestra los niveles de beclina 1, parkina y LC3 con y sin Nilotinib (N=12). E) es un grafico que representa
la funcion de la ubiquitina ligasa E3 parkina en células de neuroblastoma B35 tratadas con DMSO o Nilotinib
durante 24 horas. Se usaron E1-E2-E3 recombinantes (positivo) o KO (negativo) como controles de especificidad.
F) es un grafico que representa la actividad de caspasa 3 en ratones C57BL/6 (N=64) (tipo silvestre) o -/- para
parkina (N=16-19) de 1 afio de edad a los que se les inyectd AB1.42 lentivirica y tratados (i.p.) con 10 mg/kg durante
3 semanas. * Significativamente distinto, ANOVA con comparacion multiple de Neumann Keuls, p<0,05.

La Figura 61 muestra que la eliminacion por Nilotinib de amiloide cerebral esta asociada con la activacion de la
parkina. Un grafico representa los niveles por ELISA de A) AB1.42 humana soluble e insoluble y B) los niveles por
ELISA de AB1-40 humana soluble e insoluble en el cerebro de ratones Tg-APP de 8-12 meses (N=9) a los que se
les inyectd (i.p.) a 10 mg/kg una vez al dia durante 3 semanas. C) es un grafico que representa los niveles por
ELISA de p-Tau de ratdn en el cerebro de ratones Tg-APP de 8-12 meses de edad (N=9). D) es un grafico que
representa los niveles por ELISA de parkina de raton soluble e insoluble en el cerebro de ratones Tg-APP de 8-12
meses (N=9) a los que se les inyecté (i.p.) 10 mg/kg (diariamente durante 3 semanas) y extractos cerebrales -/-
para parkina como control de especificidad. E) es un analisis de TW en geles SDS Nu-PAGE al 4-12 % de extractos
cerebrales de Tg-APP tratados con Nilotinib o DMSO que muestran APP, c-Abl, p-c-ABl y CTF, y MAP-2 como
control (N=11). F) es una TW de extractos corticales cadavéricos de pacientes con EA (EA N=12 y 7 de control)
en SDS Nu-PAGE al 10 % y G) es un grafico que representa la densitometria y la relacion de c-Abl y p-c-Abl, y
parkina. * Significativamente distinto, prueba de la t no paramétrica, P<0,05. También se muestra un grafico que
representa los niveles por ELISA de H) AB+142 humana soluble e insoluble, e ) niveles por ELISA de p-Tau de ratén
en el cerebro de ratones (N=9) a los que se les inyectd (i.p.) 10 mg/kg (3 semanas). * Significativamente distinto,
ANOVA con comparacién multiple de Neumann Keuls, p<0,05.

La Figura 62 muestra que nilotinib estimula la eliminacion autofégica de la amiloide. La TW de extractos cerebrales
en geles Nu-Page SDS al 4-12 % se muestran para A) en AB142 lentivirica en ratones de tipo silvestre + Nilotinib
que muestran, c-Abl, p-c-Abl, LC3-B y LC3 con respecto a MAP-2 y B) parkina, beclina 1, Atg-5y 12 con respecto
a tubulina (N=9). También se proporciona el analisis de transferencia de Western de extractos cerebrales en geles
Nu-Page SDS al 10 % para C) Tg-APP= Nilotinib que muestra, parkina, LC3B, LC3, Atg-5 y beclina 1 con respecto
a tubulina y D) Tau total, AT8, AT180, Ser 396 y Ser 262 con respecto a actina (N=12). E) es un analisis de
transferencia de Western de extractos cerebrales en geles Nu-Page SDS al 4-12 % en AB+.42 lentivirica en ratones
-/- para parkina  Nilotinib que muestra, parkina, beclina 1, LC3 y LC3A con respecto a tubulina y F) es un analisis
de transferencia de Western de Atg-5 y Atg12 con respecto a MAP-2 (N=7). ).* Significativamente distinto, ANOVA
con comparacion multiple de Neumann Keuls, p<0,05.

La Figura 63 muestra que Nilotinib aumenta el nivel de parkina y disminuye la carga de placas. La tincién de cortes
cerebrales de 20 pm muestra la formacion de placas dentro de diversas regiones del cerebro en el grupo A-D) Tg-
APP+DMSO y E-H) de Nilotinib después de un tratamiento de 3 semanas. La tincién de cortes cerebrales de 20
pm de grosor muestra |) parkina y J) AB142. K) es una figura combinada en el hipocampo de ratones Tg-APP
después de 3 semanas de tratamiento con DMSO. L) muestra la parkina, M) muestra AB142 ¥ N) es una figura
combinada en el hipocampo de ratones Tg-APP después de 3 semanas de tratamiento con Nilotinib. O) muestra
la parkina, P) muestra AB142 y Q) es una figura combinada en la corteza de ratones Tg-APP después de 3 semanas
de tratamiento con DMSO. R) muestra la parkina, S) muestra AB142y T) es una figura combinada en la corteza de
ratones Tg-APP después de 3 semanas de tratamiento con Nilotinib. La tincién de cortes cerebrales de 20 ym
muestra a AB142 intracelular dentro del U). hipocampo de ratones a los que se les inyectd AB142 lentivirica, el
recuadro de detalle es un mayor aumento, y V) eliminacion por Nilotinib de AB1.42 intracelular (el recuadro de detalle
es mayor aumento). La tincion de cortes cerebrales de 20 ym muestra a AB142 intracelular dentro de W) la corteza
de ratones a los que se les inyectd AB1.42 lentivirica, el recuadro de detalle es un mayor aumento, y X) eliminacion
por Nilotinib de AB1.42 intracelular (el recuadro de detalle es mayor aumento).

La Figura 64 muestra que Nilotinib elimina placas en ratones de tipo silvestre a los que se les inyectd AB142
lentivirica pero no en los -/- para parkina. La tincion de cortes cerebrales de 20 um muestra la formacion de placas
dentro de diversas regiones cerebrales en distintos grupos A-C) ratones de tipo silvestre con AB142 lentivirica
+DMSO y D-F) de Nilotinib después de un tratamiento de 3 semanas. G-l) muestran AB+.42 lentivirica +DMSO en
ratones -/- para parkina y J-L) muestran el grupo Nilotinib después de 3 semanas de tratamiento. La microscopia
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electronica de transmision muestra defectos autofagicos en distintos cerebros de tipo silvestre con AB1.42 lentivirica
+ DMSO dentro de M) el hipocampo, que muestra neuronas distréficas, N) la corteza, que muestra acumulacion
de vacuolas autofagicas, O) el hipocampo, que muestra lisosomas agrandados. Cerebros de tipo silvestre con ABi.-
42 lentivirica +Nilotinib dentro de P) el hipocampo, Q) la corteza, que muestra la eliminacion de vacuolas
autofagicas, R) el hipocampo. También se muestra AB1.42 lentivirica £Nilotinib en cerebros de -/- para parkina dentro
de S y V) el hipocampo mostrando neuronas distroficas, T y W) la corteza mostrando la acumulacién de vacuolas
autofagicas y U y X), el hipocampo mostrando la acumulacion de vacuolas autofagicas.

La Figura 65 muestra que Nilotinib mejora la capacidad intelectual de una manera dependiente de parkina. A)
representa los resultados de una prueba del laberinto acuatico de Morris después de 4 dias de entrenamiento
(intentos) en ratones de tipo silvestre (N=14) y -/- para parkina (N=7) a los que se les inyectd AB142
lentiviricazNilotinib. B) muestra graficos que representan el nimero total de entradas al area de la plataformay la
distancia recorrida. C) representa los resultados de una prueba del laberinto acuatico de Morris después de 4 dias
de entrenamiento (intentos) en ratones Tg-APP+Nilotinib (N=12), que incluye mapas de calor para cada grupo
mostrando el rendimiento global. D) muestra graficos que representan el niumero total de entradas al area de la
plataforma y la distancia recorrida. E) representa los resultados de una prueba de reconocimiento de objetos en
inyectados con Tg-APPxNilotinib (N=12) y AB142 lentiviricaz Nilotinib en -/- para parkina (N=7). El indice de
reconocimiento se calculd como (tiempo de exploracion de uno de los objetos/tiempo de exploracion de ambos
objetos) x100 para la sesién de adquisicion, y (tiempo de exploracion de un objeto nuevo/tiempo de exploracion de
objetos familiares y novedosos) x100 para la sesion de reconocimiento administrada 1,5 horas después. *
Significativamente distinto, ANOVA con comparacion multiple de Neumann Keuls, P<0,05, Efecto significativo de
Nilotinib sobre el reconocimiento en el grupo Tg-APP, prueba de la T por pares p<0,001.

La Figura 66 muestra que Nilotinib aumenta el nivel de parkina y cruza la barrera hematoencefalica. Se muestran
los niveles de parkina por ELISA en ratones de tipo silvestre y AB142 lentivirica + Nilotinib utilizando extractos
cerebrales de -/- para parkina como control de especificidad (N=12).

La Figura 67 muestra que Nilotinib elimina la tincién de tioflavina-S. La tincidn para tioflavina de cortes cerebrales
de 2 ym muestra la formacién de placas dentro de diversas regiones del cerebro en distintos grupos, A-D) Tg-
APP+DMSO y E-H) de Nilotinib después del tratamiento de 3 semanas.

La Figura 68 muestra que la parkina ubiquitina AB1.42 para participar en su degradacion. La tincion de cortes de 20
pm de grosor muestra la formacion de placas positivas para 6E10 en el grupo de expresion de AB142 6 semanas
posinyeccion en A) ratones de tipo silvestre con AB142+DMSO, B) ratones de tipo silvestre con AB1.42+Nilotinib, C)
ratones -/- para parkina con AB142+DMSO y D) ratones -/- para parkina con ABi.42+Nilotinib. Se proporcionan
aumentos mayores que muestran células positivas para 6E10 en E) ratones de tipo silvestre con AB1.42+#DMSO, F)
ratones de tipo silvestre con AB142+Nilotinib, G) ratones -/- para parkina con AB142+DMSO, H) ratones -/- para
parkina con AB+.42+Nilotinib. I) muestra un grafico que representa la cuantificacion del tamafo de placas usando la
imagen J para delinear los limites alrededor de las placas individuales usando 15-25 placas (2 placas por animal)
y J) muestra el recuento estereologico de células positivas pata AB142 (N=12 animales). K) es un grafico que
representa la actividad de la parkina (N=6). * Significativamente distinto, ANOVA con comparacion multiple de
Neumann Keuls, p<0,05.

La Figura 69 muestra que TDP-43 inhibe la actividad del proteasoma y altera los niveles de parkina. Se
proporcionan analisis de transferencia de Western de lisados cerebrales corticales solubles de distintas camadas
de ratones transgénicos para TDP-43 machos y hembras mixtos y compafieros de camada de control no
transgénicos en un gel SDS NuPAGE al 4-12 % que muestra A) los niveles de TDP-43 humana explorados con el
anticuerpo 2E2-D3 (12 transferencia), niveles de parkina total (22 transferencia), ubiquitina (32 transferencia) y
actina (42 transferencia). B) muestra que el sedimento se resuspendio en urea 4 M para extraer la fraccién de
proteinas insolubles y se realizd una transferencia de Western que muestra la parkina insoluble (12 transferencia)
y TDP-43 insoluble (22 transferencia) en comparacion con el control de carga de actina (32 transferencia). C)
muestra un andlisis de densitometria de las transferencias de A y B que muestra los niveles de proteina parkina
soluble e insoluble normalizados con respecto a la actina y la relacion de parkina soluble con respecto a la insoluble.
D) muestra una medicion por ELISA del nivel de parkina en extractos cerebrales solubles (extractos con STEN) e
insolubles (urea 4 M) en comparacion con extractos cerebrales de -/- para parkina como control de especificidad.
E) es un andlisis de transferencia de Western de lisados cerebrales corticales en un gel SDS NuPAGE al 4-12 %
que muestra los niveles de proteina soluble de la ubiquitina ligasa E3 SIAH2 (12 transferencia) y su proteina diana
HIF-1a (22 transferencia) en comparacion con el control de carga de actina. F) muestra el andlisis de densitometria
de las transferencias en D normalizadas con respecto al control de actina, N=4, ANOVA con Neumann Keuls,
P<0,05. G) muestra el analisis de transferencia de Western de lisados de células M17 en un gel SDS NuPAGE al
4-12 % que muestra los niveles de TDP-43 humana (12 transferencia), los niveles de parkina total (22 transferencia),
ubiquitina (3? transferencia) SIAH2 (42 transferencia) y actina (52 transferencia) en células que expresan TDP-43 y
parkina de tipo silvestre. H) es un analisis de transferencia de Western de lisados de células M17 en un gel SDS
NuPAGE al 4-12 % que muestra los niveles de TDP-43 humana (12 transferencia), los niveles de parkina total (22
transferencia), ubiquitina (32 transferencia) SIAH2 (42 transferencia) y actina (52 transferencia) en células que
expresan lacZ y parkina de tipo silvestre. I) muestra histogramas que representan la actividad de quimotripsina del
proteasoma en células de neuroblastoma M17. * Significativamente distinto, ANOVA, Neumann Keuls, P<0,05,
N=6 para células.

La Figura 70 muestra que la expresion lentivirica de TDP-43 en la corteza motora de rata da como resultado la
deteccion de TDP-43 en interneuronas preganglionares de la médula espinal cervical. Se muestra la tincion de
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cortes de 20 um de grosor de cerebro de rata al que se le inyecté TDP-43 lentivirica en el hemisferio derecho y
LacZ lentivirica en el hemisferio izquierdo, que muestra A) neuronas en la corteza motora de rata tefiidas con
anticuerpo anti-TDP-43 que detecta TDP-43 humana y de rata, y nucleos tefiidos con DAPI en el hemisferio al que
se le inyectd LacZ lentivirica y B) al que se le inyecté TDP-43. C) muestra que las neuronas en la corteza motora
de rata tefiidas con anticuerpo anti-TDP-43 que detecta TDP-43 humana y nucleos tefiidos con DAPI en el
hemisferio al que se inyecté LacZ lentivirica y D) al que se inyecté TDP-43. E) es una representacion esquematica
de la corteza motora inyectada con respecto a la regidon contralateral de la médula espinal y a la via medular
dorsocortical (DCST, de inglés dorso-cortical spinal tract). Se muestra la tincion de cortes de 20 um de grosor que
muestran interneuronas preganglionares de la médula espinal cervical tefiidas con F). anticuerpo monoclonal de
ratén para hTDP-43 (Abnova) que reconoce TDP-43 humana y G). anticuerpo policlonal de rata anti-TDP-43
(ProteinTech) que reconoce tanto la humana como de rata, y nucleos tefidos con DAPI contralaterales a la corteza
a la que se le inyecté TDP-43 lentivirica y H (TDP-43) e | (hTDP-43) contralaterales al hemisferio al que se le
inyectdé LacZ. También se muestra la tincion de cortes de 20 um de grosor que muestran fibras en la DCST tefiidas
con J) anticuerpo monoclonal de ratén para hTDP-43 y DAPI y K) anticuerpo policlonal de conejo anti-TDP-43,
DAPI contralateral a la corteza a la que se le inyectd TDP-43 lentivirica. L muestra TDP-43 y M muestra hTDP-43.
También se realiz6 una tincién con TDP-43 y DAPI en la DCST contralateral al hemisferio al que se le inyecté LacZ.
N) muestra la DCST tefiida con azul de toluidina contralateral a la corteza a la que se le inyectd TDP-43 lentivirica
en comparacion con O) hemisferio al que se le inyecté LacZ. Lv: lentivirus.

La Figura 71 muestra que la parkina lentivirica aumenta la colocalizacion citosolica de ubiquitina y TDP-43. La
tincion de cortes de 20 um de grosor de cerebro de rata al que se le inyectd TDP-43 lentivirica en el hemisferio
derecho y LacZ lentivirica en el hemisferio izquierdo muestra A) neuronas en la corteza motora de rata tefiidas con
monoclonal de ratén anti-parkina (Millipore), B) anticuerpos policlonales de conejo anti-TDP-43, C) parkina, TDP-
43 y DAPI en el hemisferio al que se le inyecté LacZ lentivirica. D) muestra neuronas en la corteza motora de rata
tefiidas con monoclonal de ratén anti-ubiquitina y E) anticuerpos anti-TDP-43 policlonales de conejo. F) muestra la
ubiquitina, TDP-43 y DAPI en el hemisferio al que se le inyectdé TDP-43 lentivirica. G) muestra neuronas en la
corteza motora de rata tefiidas con monoclonal de ratén anti-parkina y H) anticuerpos anti-TDP-43 policlonales de
conejo. |) muestra la parkina, TDP-43 y DAPI en animales a los que se les ha coinyectado TDP-43 y parkina
lentiviricas. J) muestra neuronas en la corteza motora de rata tefiidas con monoclonal de raton anti-ubiquitina y K)
anticuerpos anti-TDP-43 policlonales de conejo. L) muestra nucleos tefidos para ubiquitina, TDP-43 y con DAPI
en animales a los que se les ha coinyectado TDP-43 y parkina lentiviricas. Se muestran neuronas en la corteza
motora de rata tefiidas con M) anticuerpos monoclonales de raton anti-parkina, N) anticuerpos policlonales de
conejo anti-TDP-43 y O) parkina, TDP-43 y nucleos tefiidos con DAPI en animales a los que se inyectd parkina
lentivirica sola. Lv: lentivirico.

La Figura 72 muestra que la parkina participa en la ubiquitinacion enlazada en K48 y K63 de TDP-43. La
transferencia de Western de muestras de entrada de lisados cerebrales corticales analizadas en un gel SDS
NuPAGE al 4-12 % muestra A) los niveles de expresion de parkina (12 transferencia), niveles de proteina unida a
ubiquitina (22 transferencia) y niveles de TDP-43 (3? transferencia), en comparacién con el control de carga de
actina en la corteza de rata a la que se le inyecté LacZ, TDP-43, parkina, TDP-43+parkina y mutante T240R+TDP-
43 lentiviricas. Se inmunoprecipitaron un total de 100 mg de muestras cerebrales corticales utilizando un policlonal
de conejo anti-TDP-43 y se exploraron con anticuerpo anti-ubiquitina (1:1000) (42 transferencia) en comparacion
con el control de carga de actina (52 transferencia) de las muestras de entrada. B) muestra una transferencia de
Western de muestras de entrada y de parkina inmunoprecipitada (transferencia de la parte superior) y TDP-43
(transferencia de la parte inferior) de ratones transgénicos utilizados para medir la actividad de ubiquitina ligasa E3
parkina. C) muestra histogramas que representan la actividad de ubiquitina ligasa E3 parkina en presencia y
ausencia de TDP-43 humana inmunoprecipitada de ratones transgénicos para TDP-43, en comparacion con la
actividad de ubiquitina ligasa E3 usando parkina recombinante (sPar), cadena de poliubiquitina como control y una
combinacion de control de E1-E2-E3 sintéticas. N=8, P<0,05, ANOVA con Neumann Keuls. D) es un analisis de
TW que muestra TDP-43 ubiquitinada en presencia de K48 y K63 y E) es un analisis de TW que muestra parkina
ubiquitinada en K48 y K63. F) muestra histogramas que representan la actividad de quimotripsina del proteasoma
en lisados cerebrales corticales recientes de ratas a las que se les ha inyectado LacZ, parkina, TDP-43 y TDP-
43+parkina lentiviricas. * indica una diferencia significativa, ANOVA, Neumann Keuls, P<0,05, N=8. G). Se
proporcionan analisis de transferencia de Western de lisados cerebrales corticales en un gel SDS NuPAGE al 4-
12 % que muestra los niveles de HDACG6 (12 transferencia) y P62 (22 transferencia), y un control de actina (32
transferencia). H) es un analisis de densitometria de las transferencias de E de modelos animales de transferencia
génica. * Indica significativamente distinto, ANOVA, Neumann Keuls, P<0,05, N=8.

La Figura 73 muestra que TDP-43 forma un complejo multiproteico con parkina y HDACG6. Transferencia de
Western de muestras de entrada de lisados cerebrales corticales en ratones transgénicos para A315T y los
companieros de camada de control analizados en gel SDS NuPAGE al 4-12 % que muestra, A) muestra los niveles
de expresion de TDP-43 humana (12 transferencia) e inmunoprecipitacion de TDP-43 que muestra a TDP-43 (22
transferencia), a la parkina (32 transferencia) y a HDACG6 (42 transferencia) formando un complejo proteico. B)
representa el experimento de inmunoprecipitacion inversa, donde la transferencia de Western de muestras de
entrada de lisados cerebrales corticales en ratones transgénicos para A315T y los compafieros de camada de
control analizados en SDS NuPAGE al 4-12 % muestra los niveles de expresion de parkina (12 transferencia) y la
inmunoprecipitacion de parkina que muestra a TDP-43 (22 transferencia), la parkina (32 transferencia) y a HDAC6
(42 transferencia). La fluorescencia de GFP y la tincion con DAPI nuclear en células de neuroblastoma M17
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humanas vivas muestran C) células transfectadas con GFP-TDP-43 solo que muestran la fluorescencia de GFP
dentro del nucleo. D y E) muestran células transfectadas con GFP-TDP-43 y parkina que muestran fluorescencia
de GFP en el citosol y en prolongaciones celulares. El recuadro de detalle D muestra un aumento mayor. F) muestra
células transfectadas con GFP-TDP-43 y parkina tratadas con el inhibidor de HDACG tubacina 5 uM, durante 24
horas, mostrando fluorescencia de GFP dentro de los nucleos tefiidos con DAPI. G). muestra células transfectadas
con GFP-TDP-43 durante 24 horas y tratadas con tubacina durante 24 horas adicionales. H) muestra células
transfectadas con GFP-TDP-43 y T240R, que muestran la falta de fluorescencia de GFP con parkina mutante. )
muestra una gqRT-PCR que muestra ARNm de Park2 en células M17 transfectadas con LacZ TDP-43, parkina 'y
TDP-43+parkina. J) muestra la cuantificacion de qRT-PCR que muestra los niveles relativos de ARNm de Park2
normalizados con respecto a GADPH y expresados como % del control. N=4, P<0,05, ANOVA, Neumann Keuls.
K) muestra una qRT-PCR que muestra ARNm de Park2 en corteza de rata a la que se le coinyectd LacZ (control
no inyectado), TDP-43, parkina y TDP-43+parkina. L) muestra la cuantificacién de gRT-PCR que muestra los
niveles relativos de ARNm de Park2 normalizados con respecto a GADPH y expresados como % del control. N=4,
P<0,05, ANOVA, Neumann Keuls. M) muestra gqRT-PCR que muestra ARNm de Park2 en TDP43-Tg y corteza de
control. N) muestra la cuantificacion de qRT-PCR que muestra los niveles relativos de ARNm de Park2
normalizados con respecto a GADPH y expresados como % del control. N=3, P<0,05, ANOVA, Neumann Keuls.
La Figura 74 es un esquema que muestra los posibles efectos de la parkina sobre la localizacion de TDP-43.

La Figura 75 muestra la distribucion de TDP-43 etiquetada con GFP en células M17 transfectadas con 3 mg de
ADNCc durante 24 horas y luego tratadas con Nilotinib (10 mM) o Bosutinib (5 mM), y el inhibidor de HDACG6
Tubacina (5 mM) durante 24 horas adicionales. Los recuadros de detalle (B y D) representan imagenes de mayor
aumento que muestran la translocacion de TDP-43 marcada con GFP desde el nucleo (A) hacia el citosol (By D y
recuadro de detalle), mientras que la tubacina altera la translocacion.

Descripcion detallada

En el presente documento se proporcionan compuestos para su uso en métodos de tratamiento o prevencion de la
enfermedad neurodegenerativa esclerosis lateral amiotréfica, en un sujeto. Los métodos utilizan inhibidor de las
tirosina cinasas como se define en las reivindicaciones en donde el inhibidor de las tirosina cinasas no es Gleevec y
en donde el inhibidor de las tirosina cinasas cruza la barrera hematoencefalica. El inhibidor de las tirosina cinasas es
nilotinib, bosutinib, o una combinacién de los mismos.

En el presente documento se proporciona un compuesto para su uso en un método de tratamiento o prevencion de la
esclerosis lateral amiotrofica en un sujeto, que comprende seleccionar un sujeto con esclerosis lateral amiotréfica con
riesgo de esclerosis lateral amiotrofica y administrar al sujeto una cantidad efectiva de un inhibidor de las tirosina
cinasas, como se describe a lo largo del presente documento. El inhibidor de las tirosina cinasas no es Gleevec y el
inhibidor de las tirosina cinasas cruza la barrera hematoencefalica. El inhibidor de las tirosina cinasas se selecciona
del grupo que consiste en nilotinib, bosutinib y una combinacion de los mismos.

Los ejemplos de inhibidores de las tirosina cinasas son nilotinib, bosutinib, 0 una combinacién de los mismos. Nilotinib
(o AMN-107), que se comercializa como TASIGNA® (Novartis, Basilea, Suiza) y Bosutinib (o SKI-606) (Pfizer, Nueva
York, NY) son inhibidores de la tirosina cinasa Bcr-Abl desarrollados como alternativas al inhibidor de la tirosina cinasa
Bcer-Abl y tratamiento de la LMC, Imatinib. Nilotinib es un inhibidor de la cinasa Abelson (cinasa c-Abl), mientras que
Bosutinib es un inhibidor doble de las cinasas Src y c-Abl. Estos agentes son agentes terapéuticos contra el cancer
que bloquean la proliferacion celular de las células cancerosas y actualmente se usan principalmente en el tratamiento
de la leucemia mielégena crénica (LMC).

En los trastornos neurodegenerativos, el flujo autofagico normal esta alterado, dando como resultado la acumulacion
de vacuolas autofagicas o autofagosomas. Esto se muestra en los Ejemplos en los que se observa la acumulacién de
vacuolas en pacientes humanos con actividad de solubilidad de parkina disminuida. La autofagia normal es un proceso
dinamico de multiples etapas que impide la acumulacién de proteinas mediante el secuestro en vacuolas autofagicas
(autofagosomas). La fusién posterior de los autofagosomas con los lisosomas da como resultado la degradacion de
proteinas. La interrupcion de este proceso da como resultado la acumulacion de agregados proteicos y la
neurodegeneracion. La parkina es una ligasa E3 implicada en la degradacion proteasdémica y autofagica a través de
la ubiquitinacién de proteinas y la maduracién del autofagosoma.

La inhibicion de la tirosina cinasa activa la eliminacion de proteinas agregadas y/o activa la ubiquitinacion mediadas
por la parkina. La activacion de la parkina por los inhibidores de las tirosina cinasas regula al alza los niveles de
proteina beclina, facilitando asi la eliminacién autofagica. Por ejemplo, nilotinib, bosutinib o una combinacién de los
mismos, activa la eliminacion de proteinas agregadas y/o activa la ubiquitinacion mediadas por parkina. De manera
significativa, tanto nilotinib como bosutinib cruzan la barrera hematoencefalica y estimulan la actividad de la parkina
en el sistema nervioso central. La actividad de la parkina estimula la eliminacion autofagica del amiloide beta y la
sinucleina alfa y provoca mecanismos protectores para la ubiquitinacion de la parkina, por ejemplo, el secuestro de
TDP-43 asociado con esclerosis lateral amiotréfica (ELA) y demencia frontotemporal. Adicionalmente, los inhibidores
de las tirosina cinasas rescatan a las células cerebrales de la muerte apoptética en las enfermedades
neurodegenerativas. En el caso de la ELA, los inhibidores aumentan la ubiquitinacién de TDP-43 y la translocan desde
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el nucleo, donde interactua de manera perjudicial con ARNm y miles de genes, al citosol, donde es secuestrada.

El método incluye seleccionar un sujeto con una enfermedad neurodegenerativa o con riesgo de desarrollar una
enfermedad neurodegenerativa. Un experto en la materia sabe como diagnosticar a un sujeto con o en riesgo de
desarrollar una enfermedad neurodegenerativa. Por ejemplo, una o mas de las siguientes pruebas pueden ser pruebas
genéticas (por ejemplo, identificacion de una mutacion en el gen de TDP-43) o analisis familiar (por ejemplo,
antecedentes familiares), obtencion de imagenes del sistema nervioso central (por ejemplo, obtencion de imagenes
por resonancia magnética y tomografia de emision de positrones), pruebas clinicas o conductuales (por ejemplo,
evaluaciones de la debilidad muscular, del temblor o de la memoria), pruebas de laboratorio.

Opcionalmente, el método incluye ademas la administracién de un segundo agente terapéutico al sujeto. El segundo
agente terapéutico se selecciona del grupo que consiste en levadopa, un agonista de la dopamina, un agente
anticolinérgico, un inhibidor de la monoaminooxidasa, un inhibidor de la COMT, amantadina, rivastigmina, un
antagonista del NMDA, un inhibidor de colinesterasa, riluzol, un agente antipsicético, un antidepresivo y tetrabenacina.

Como ejemplo, en el presente documento se proporciona un método de tratamiento de la esclerosis lateral amiotréfica
en un sujeto. El método incluye seleccionar un sujeto con esclerosis lateral amiotréfica, en donde el sujeto tiene una
patologia por TDP-43, y administrar al sujeto una cantidad efectiva del inhibidor de las tirosina cinasas. La patologia
por TDP-43 puede ser, por ejemplo, una mutacién de TDP-43.

El inhibidor de las tirosina cinasas es un inhibidor de las tirosina cinasas que no es Gleevec y cruza la barrera
hematoencefalica. El inhibidor de las tirosina cinasas se selecciona del grupo que consiste en nilotinib, bosutinib y una
combinacion de los mismos. La patologia por TDP-43 de produce en la ELA y se ha observado un nivel elevado de
TDP-43 en el citoplasma en algunos casos de ELA. Se han descubierto mutaciones en el gen que codifica la proteina
TDP-43 (conocida como TARDBP) en algunas personas con ELA. Por tanto, TDP-43 mutada o las mutaciones en
TARDBP pueden servir como biomarcadores para un sujeto con riesgo de ELA.

También se proporciona en el presente documento un método para estimular la actividad de la parkina en un sujeto.
El método incluye seleccionar un sujeto con un trastorno asociado con una actividad disminuida de la parkina y
administrar al sujeto una cantidad efectiva del inhibidor de las tirosina cinasas. Por ejemplo, el inhibidor de las tirosina
cinasas es un inhibidor de las tirosina cinasas que no es Gleevec y cruza la barrera hematoencefalica. El inhibidor de
las tirosina cinasas se selecciona del grupo que consiste en nilotinib, bosutinib y una combinacién de los mismos.

Se conocen en la técnica métodos para medir la actividad de la parkina. Véase, por ejemplo, Schlossmacher y Shimura
("Parkinson’s disease: assays for the ubiquitin ligase activity of neural Parkin", Methods Mol. Biol. 301: 351-69 (2005));
Morrison et al. ("A simple cell based assay to measure Parkin activity", J. Neurochem. 116(3): 342-9 (2011)) y Burns
et al. (Hum. Mol. Genet. 18 3206-3216 (2009)).

La expresion cantidad efectiva, como se usa a lo largo del presente documento, se define como cualquier cantidad
necesaria para producir una respuesta fisioldgica deseada. La cantidad efectiva es generalmente menor que la
cantidad utilizada en los métodos quimioterapéuticos para tratar el cancer o la leucemia, pero es una cantidad
suficiente para activar la parkina. Por tanto, la dosificacién del inhibidor de las tirosina cinasas en los presentes
métodos es opcionalmente mas baja que una dosificacion quimioterapéutica del inhibidor. Por ejemplo, la dosificacion
es opcionalmente inferior a aproximadamente 10 mg/kg y puede serde 8, 7, 6, 5, 4, 3, 2 0 1 mg/kg. Un experto en la
materia ajustaria la dosificacion como se describe a continuacion basandose en las caracteristicas especificas del
inhibidor y del sujeto que lo recibe.

Adicionalmente, la duracion del tratamiento puede ser mayor en los presentes métodos que la duracion del tratamiento
quimioterapéutico, por ejemplo, el tratamiento del cancer. Por ejemplo, la administracién a un sujeto con o en riesgo
de desarrollar una enfermedad neurodegenerativa podria ser al menos diaria (por ejemplo, una vez, dos veces, tres
veces al dia) durante semanas, meses o afos, siempre que el efecto sea sostenido y los efectos secundarios sean
tratables.

Hay varias formas de activar a la parkina. La inmunoprecipitacién de parkina y la incubacion con una serie de enzimas
activadoras y enlazadoras (E y E2) y ATP dan como resultado la autoubiquitinacion de la parkina y confieren actividad
para ubiquitinar dianas como Abeta y TDP-43. Asi, para aumentar la actividad de la parkina, se debe aumentar la
expresion de parkina. Esto se puede lograr mediante la introduccion virica de parkina, lo que conduce a la
sobreexpresion de la proteina y a una actividad aumentada. Como se muestra en los Ejemplos, este método aumenta
repetidamente la degradaciéon de proteinas a través del proteasoma y/o de autofagia. La parkina también puede
activarse mediante la administracion de una tirosina cinasa, tal como, por ejemplo, nilotinib o bosutinib, lo que conduce
a niveles aumentados de parkina y una actividad aumentada.

Las cantidades eficaces y las pautas para administrar el inhibidor de las tirosina cinasas pueden determinarse
empiricamente, y realizar dichas determinaciones esta dentro de la experiencia en la técnica. Los intervalos de
dosificacion para la administracion son los que sean lo suficientemente amplios como para producir el efecto deseado
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en el que uno o mas sintomas de la enfermedad o trastorno quedan afectados (por ejemplo, se reducen o retardan).
La dosificacion no deberia ser tan grande como para provocar efectos secundarios adversos sustanciales, tales como
reacciones cruzadas no deseadas, muerte celular. En general, la dosificacion variara con el tipo de inhibidor, la
especie, la edad, el peso corporal, el estado de salud general, el sexo y la alimentacion del sujeto, el modo vy el
momento de administracion, la tasa de excrecion, la combinacion de farmacos y la gravedad de la afeccion particular,
y puede determinarla un experto en la materia. Cada médico puede ajustar la dosificacion en el caso de cualquier
contraindicacion. Las dosificaciones pueden variar y se pueden administrar diariamente en una o mas administraciones
de dosis.

El inhibidor de las tirosina cinasas se administra por via sistémica y preferentemente por via oral.

La puesta en contacto se realiza in vivo o in vitro. El método in vivo es util en el tratamiento de un sujeto con o en
riesgo de desarrollar agregados proteicos toxicos y comprende administrar el inhibidor de las tirosina cinasas como se
describe anteriormente. El método in vitro es util, por ejemplo, en el tratamiento de células neurales antes de un
trasplante. El inhibidor de las tirosina cinasas generalmente se afiade a un medio de cultivo. Opcionalmente, las
neuronas diana se ponen en contacto con un segundo agente terapéutico como se ha descrito anteriormente.

La divulgacion también proporciona un envase o kit farmacéutico que comprende un acondicionamiento y/o uno o mas
recipientes llenos con uno o mas de los ingredientes de las composiciones farmacéuticas. También se pueden incluir
instrucciones para el uso de la composicion.

En el presente documento se proporciona una composicién farmacéutica que comprende una cantidad efectiva del
inhibidor de las tirosina cinasas en un portador farmacéuticamente aceptable. La expresion portador significa un
compuesto, composicion, sustancia o estructura que, cuando se combina con un compuesto o composicion, ayuda o
facilita la preparacion, almacenamiento, administracion, suministro, eficacia, selectividad o cualquier otra caracteristica
del compuesto o composicion para su uso o fin previsto. Por ejemplo, el portador puede seleccionarse para minimizar
cualquier degradacioén del principio activo y para minimizar cualquier efecto secundario adverso en el sujeto. Dichos
portadores farmacéuticamente aceptables incluyen portadores farmacéuticos biocompatibles estériles, incluyendo,
pero sin limitacién, solucion salina, solucién salina tamponada, liquido cefalorraquideo artificial, dextrosa y agua.

Dependiendo del modo de administracién previsto, la composicion farmacéutica puede estar en forma de formas
farmaceéuticas solidas, semisolidas o liquidas, tal como, por ejemplo, comprimidos, supositorios, pastillas, capsulas,
polvos, liquidos, aerosoles o suspensiones, preferentemente en una forma farmacéutica unitaria adecuada para la
administracion individual de una dosificacion precisa. Las composiciones incluirdan una cantidad terapéuticamente
efectiva del compuesto descrito en el presente documento o derivados del mismo en combinaciéon con un portador
farmacéuticamente aceptable y, ademas, puede incluir otros agentes medicinales, agentes farmacéuticos, portadores
o diluyentes. Por farmacéuticamente aceptable se entiende un material que no es biolégicamente o de otro modo
indeseable, que puede administrarse a un individuo junto con el compuesto seleccionado sin provocar efectos
biolégicos inaceptables o interactuar de manera perjudicial con los demas componentes de la composicidon
farmaceéutica en la que esta contenido.

Como se usa en el presente documento, el término portador abarca cualquier excipiente, diluyente, carga, sal, tampén,
estabilizante, solubilizante, lipido u otro material bien conocido en la técnica para su uso en formulaciones
farmaceéuticas. La eleccion de un portador para su uso en una composicién dependera de la via de administracion
prevista para la composicion. La preparacion de portadores y formulaciones farmacéuticamente aceptables que
contienen estos materiales se describe en, por ejemplo, Remington’s Pharmaceutical Sciences, 212 Edicion, ed.
University of the Sciences in Philadelphia, Lippincott, Williams & Wilkins, Philadelphia Pa., 2005. Como ejemplos de
portadores fisiologicamente aceptables se incluyen tampones tales como tampones de fosfato, tampon de citrato y
tampones con otros acidos organicos; antioxidantes, incluyendo acido ascérbico; polipéptidos de bajo peso molecular
(de menos de aproximadamente 10 restos); proteinas, tales como seroalbimina, gelatina o inmunoglobulinas;
polimeros hidrdfilos tales como polivinilpirrolidona; aminoacidos tales como glicina, glutamina, asparagina, arginina o
lisina; monosacaridos, disacaridos y otros hidratos de carbono incluyendo glucosa, manosa o dextrinas; agentes
quelantes tales como EDTA; alcoholes de azucar, tales como manitol o sorbitol; contraiones formadores de sal tales
como sodio; y/o tensioactivos no iénicos como TWEEN® (ICl, Inc.; Bridgewater, Nueva Jersey), polietilenglicol (PEG)
y PLURONICSTM (BASF; Florham Park, NJ).

Las composiciones que contienen el compuesto descrito en el presente documento o sales o profarmacos
farmacéuticamente aceptables del mismo adecuados para inyeccion parenteral pueden comprender soluciones
acuosas 0 no acuosas, dispersiones, suspensiones o emulsiones estériles fisioldgicamente aceptables, y polvos
estériles para reconstitucion en soluciones o dispersiones inyectables estériles. Los ejemplos de portadores,
diluyentes, disolventes o vehiculos acuosos y no acuosos adecuados incluyen agua, etanol, polioles (propilenglicol,
polietilenglicol, glicerol), mezclas adecuadas de los mismos, aceites vegetales (tales como aceite de oliva) y ésteres
organicos inyectables, tales como oleato de etilo. La fluidez apropiada se puede mantener, por ejemplo, mediante el
uso de un recubrimiento tal como lecitina, mediante el mantenimiento del tamafo de particulas necesario en el caso
de dispersiones y mediante el uso de tensioactivos.
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Estas composiciones también pueden contener adyuvantes tales como agentes conservantes, hidratacion,
emulsionantes y dispensadores. Se puede propiciar la prevencion de la accién de microorganismos mediante diversos
agentes antibacterianos y antifungicos, por ejemplo, parabenos, clorobutanol, fenol, acido sérbico. También pueden
incluirse agentes isoténicos, por ejemplo, azucares, cloruro de sodio. La absorcién prolongada de la forma
farmacéutica inyectable puede conseguirse mediante el uso de agentes que retrasan la absorcion, por ejemplo,
monoestearato de aluminio y gelatina.

Las formas farmacéuticas solidas para la administracion oral de los compuestos descritos en el presente documento
o sales o profarmacos farmacéuticamente aceptables de los mismos incluyen capsulas, comprimidos, pastillas, polvos
y granulos. En tales formas farmacéuticas solidas, los compuestos descritos en el presente documento o derivados
del mismo se mezclan con al menos un excipiente (o portador) inerte habitual, tal como citrato de sodio o fosfato
dicalcico, o (a) cargas o expansores, como por ejemplo, almidones, lactosa, sacarosa, glucosa, manitol y acido silicico,
(b) aglutinantes, como por ejemplo, carboximetilcelulosa, alginatos, gelatina, polivinilpirrolidona, sacarosa y goma
arabiga, (c) humectantes, como por ejemplo, glicerol, (d) agentes disgregantes, como por ejemplo, agar-agar,
carbonato de calcio, almidén de patata o tapioca, acido alginico, determinados silicatos complejos y carbonato de
sodio, (e) retardadores de soluciones, como por ejemplo, parafina, (f) acelerantes de la absorcion, como por ejemplo,
compuestos de amonio cuaternario, (g) agentes humectantes, como por ejemplo, alcohol cetilico y monoestearato de
glicerol, (h) adsorbentes, como por ejemplo, caolin y bentonita, y (i) lubricantes, como por ejemplo, talco, estearato de
calcio, estearato de magnesio, polietilenglicoles sdlidos, lauril sulfato de sodio y/o mezclas de los mismos. En el caso
de las capsulas, comprimidos y pildoras, las formas farmacéuticas también pueden comprender agentes tamponantes.

También pueden emplearse composiciones sélidas de tipo similar como rellenos en capsulas de gelatina blanda y
dura utilizando excipientes como la lactosa o el azucar de la leche, asi como polietilenglicoles de alto peso molecular.

Las formas farmacéuticas sdlidas, tales como comprimidos, grageas, capsulas, pildoras y granulados, pueden
prepararse con recubrimientos y cubiertas, tales como recubrimientos entéricos y otros materiales conocidos en la
técnica. Pueden contener agentes opacificantes y también pueden tener una composicion tal que liberen el compuesto
0 compuestos activos en una determinada parte del tracto intestinal de manera retardada. Como ejemplos de
composiciones de inclusidon que pueden usarse se incluyen sustancias poliméricas y ceras. Los compuestos activos
también pueden estar en forma microencapsulada, si se considera apropiado, con uno o mas de los excipientes
mencionados anteriormente.

Las formas farmacéuticas liquidas para administracién oral de los compuestos descritos en el presente documento o
sales o profarmacos farmacéuticamente aceptables de los mismos incluyen emulsiones, soluciones, suspensiones,
jarabes vy elixires farmacéuticamente aceptables. Ademas de los compuestos activos, las formas farmacéuticas
liquidas pueden contener un diluyente inerte comunmente usado en la técnica, tal como agua u otros disolventes,
agentes solubilizantes y emulsionantes, como por ejemplo, alcohol etilico, alcohol isopropilico, carbonato de etilo,
acetato de etilo, alcohol bencilico, benzoato de bencilo, propilenglicol, 1,3-butilenglicol, dimetilformamida, aceites, en
particular, aceite de semilla de algodén, aceite de cacahuete, aceite de germen de maiz, aceite de oliva, aceite de
ricino, aceite de sésamo, glicerol, alcohol tetrahidrofurfurilico, polietilenglicoles y ésteres de acidos grasos de sorbitan,
0 mezclas de estas sustancias.

Ademas de dichos diluyentes inertes, la composicién también puede incluir agentes adicionales, tales como agentes
humectantes, emulsionantes, agentes de suspension, edulcorantes, aromatizantes o perfumantes.

Las suspensiones, ademas de los compuestos activos, puede contener agentes adicionales, como por ejemplo,
alcoholes isoestearilicos etoxilados, polioxietilensorbitol y ésteres de sorbitan, celulosa microcristalina, metahidréxido
de aluminio, bentonita, agar-agar y tragacanto, o0 mezclas de estas sustancias.

Las composiciones de los compuestos descritos en el presente documento o sales o profarmacos farmacéuticamente
aceptables de los mismos para administracion rectal son opcionalmente supositorios, que pueden prepararse
mezclando los compuestos con excipientes o portadores no irritantes adecuados, tales como manteca de cacao,
polietilenglicol o una cera de supositorio, que son sélidos a temperatura ordinaria pero liquidos a temperatura corporal
y, por lo tanto, se fundiran en el recto o en la cavidad vaginal y liberaran el componente activo.

A lo largo del presente documento, tratar, que trata y tratamiento se refieren a un método para reducir o retrasar uno
0 mas efectos o sintomas de una enfermedad o trastorno neurodegenerativo. El sujeto se le puede diagnosticar
enfermedad o trastorno. Tratamiento también puede referirse a un método para reducir la patologia subyacente en
lugar de solo los sintomas. El efecto de la administracion al sujeto puede tener el efecto de, pero sin limitacion, reducir
uno 0 mas sintomas de la enfermedad o trastorno neurodegenerativo, una reduccion de la gravedad de la enfermedad
o lesioén neuroldgica, la eliminacion completa de la enfermedad o la lesion neuroldgica, o un retraso en el inicio o
empeoramiento de uno o mas sintomas. Por ejemplo, un método divulgado se considera un tratamiento si hay una
reduccién de aproximadamente el 10 % de uno o mas sintomas de la enfermedad en un sujeto en comparacién con
el sujeto antes del tratamiento o en comparacién con un sujeto de control o un valor de control. Por tanto, la reduccion
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puede ser de aproximadamente el 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100 % o cualquier cantidad de reduccién
intermedia.

Como se utiliza en el presente documento, por prevenir, que previene o prevencion se entiende un método para
impedir, retrasar, evitar, obviar, impedir, detener o dificultar el inicio, incidencia, gravedad o recurrencia de la
enfermedad o trastorno neurodegenerativo. Por ejemplo, el método divulgado se considera una prevencion si hay una
reduccion o retraso en el inicio, incidencia, gravedad o recurrencia de la neurodegeneracion o de uno o mas sintomas
de neurodegeneracion (por ejemplo, temblor, debilidad, pérdida de memoria, rigidez, espasticidad, atrofia) en un sujeto
susceptible a la neurodegeneracion en comparacion con sujetos de control susceptibles a la neurodegeneracion que
no recibieron un agente que activa la parkina. El método divulgado también se considera una prevencion si hay una
reduccion o retraso en el inicio, incidencia, gravedad o recurrencia de la neurodegeneracién o uno o mas sintomas de
neurodegeneracion en un sujeto susceptible a la neurodegeneracion después de recibir un agente que estimula la
actividad de la parkina en comparaciéon con la progresion del sujeto antes de recibir el tratamiento. Por tanto, la
reduccion o el retraso en el inicio, incidencia, gravedad o recurrencia de la neurodegeneracién puede ser de
aproximadamente el 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100 % o cualquier cantidad de reduccion intermedia.

Como se usa a lo largo del presente documento, por sujeto se entiende un individuo. Preferentemente, el sujeto es un
mamifero tal como un primate y, mas preferentemente, un ser humano. Los primates no humanos también son sujetos.
El término sujeto incluye animales domesticados, tales como gatos, perros, etc., ganado (por ejemplo, ganado bovino,
caballos, cerdos, ovejas, cabras, etc.) y animales de laboratorio (por ejemplo, hurdn, chinchillas, ratén, conejo, rata,
jerbo, cobayas, etc.). Por tanto, en el presente documento se contemplan usos veterinarios y formulaciones médicas.

Se divulgan materiales, composiciones y componentes que se pueden usar para, se pueden usar junto con, se pueden
usar en la preparacion de, o son productos de los métodos y composiciones divulgados. En el presente documento se
divulgan estos y otros materiales y se entiende que cuando las combinaciones, subconjuntos, interacciones, grupos,
etc. de estos materiales se divulgan, aunque la referencia especifica a cada una de diversas combinaciones colectivas
e individuales y permutaciones de estos compuestos puede no divulgarse explicitamente, cada uno se contempla
especificamente y se describe en el presente documento.

Ejemplos
Los ejemplos que no se relacionan con la matera objeto abarcada por las reivindicaciones son para referencia.
Ejemplo 1

Los métodos para los experimentos con animales descritos en el presente documento se detallan en los Ejemplos 2-
5. Los experimentos con cultivos celulares se mencionan a continuacién y se explican en Burns et al. (Human
Molecular Genetics. 2009) y Rebeck et al. (J. Biol. Chem. 2010, 285:7440-7446). Se proporcionan detalles adicionales
en la breve descripcion de las figuras. Usando estos métodos, se estudiaron los mecanismos celulares (Fig. 1)
asociados con la actividad de la parkina en afecciones neurodegenerativas y tras la intervencion con inhibidores de
las tirosina cinasas. Estos estudios revelaron que la inhibicidon de la tirosina cinasa activa la parkina y aumenta su
interaccién con beclina 1, lo que da como resultado la maduracion de los fagoforos en fagosomas y la eliminacion (Fig.
2). También se ha demostrado que la parkina interactia con la beclina 1 en ratones de tipo silvestre, pero no en
ratones -/- para parkina (Fig. 3). Como se muestra en las Figuras 4-5, los ratones 3X APP tratados con Nilotinib o
Bosutinib dieron como resultado una reduccion de AB142 en los lisados cerebrales de estos ratones en comparacion
con el tratamiento con DMSO. Ademas, como se muestra en las Figuras 6-8, el tratamiento de ratones A53T (A53T-
Tg) con Bosutinib en distintas dosificaciones y pautas posolédgicas dio como resultado una disminucién de la sinucleina
a humana en los lisados cerebrales de estos ratones, en comparacion con el tratamiento con DMSO. Ademas, como
se muestra en las Figuras 9-10, el tratamiento de ratones A53T (A53T-Tg) con Nilotinib en distintas dosificaciones y
pautas posoldégicas dio como resultado una disminucién de la sinucleina a humana en los lisados cerebrales de estos
ratones, en comparacion con el tratamiento con DMSO. Disminuciones de la AB1.42 soluble humana y la AB1.49 soluble
humana en los lisados cerebrales de ratones APP-AD triple mutantes también se observaron después del tratamiento
con Bosutinib (Figs. 11A 'y B). El tratamiento con Bosutinib también dio como resultado niveles aumentados de parkina
y niveles disminuidos de Tau fosforilada (Fig. 11C y D).

En otros experimentos, se trataron células M17 transfectadas con ADNc de Tau con Nilotinib y Tubacina (un inhibidor
de HDACSG). El tratamiento con Nilotinib dio como resultado una disminuciéon de Tau humana, una disminucion de AB+.
42 humana y una disminucién de sinucleina a en comparacion con las células transfectadas.

El tratamiento con bosutinib de ratones a los que se les inyecté AB1.42 lentivirica también dio como resultado niveles
disminuidos de AB142 en lisados cerebrales (Fig. 12).

En otro experimento, se inyectdé a ratones de forma estereotactica (bilateralmente) sinucleina a lentivirica en la
sustancia negra durante 3 semanas. A continuacion, a la mitad de los animales se les inyectd nilotinib 10 mg/kg y a la
otra mitad DMSO. Se compararon los efectos de la expresién de sinucleina a y la inhibicidon de las tirosina cinasas
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sobre los niveles de sinucleina a en el cerebro (Fig. 13A) y en sangre (Fig. 13B). Como se muestra en la Fig. 13, la
expresion de sinucleina a en el cerebro aumenta su nivel en sangre y la inhibicion de las tirosina cinasas invierte estos
efectos de una manera dependiente de parkina.

En otro experimento, se inyectdé a ratones de forma estereotactica (bilateralmente) sinucleina a lentivirica en la
sustancia negra durante 3 semanas. A continuacion, a la mitad de los animales se les inyectd Bosutinib 5 mg/kg y a
la otra mitad DMSO. Se compararon los efectos de la expresion de sinucleina a y la inhibicién de las tirosina cinasas
sobre los niveles de sinucleina a en el cerebro (Fig. 14A) y en sangre (Fig. 14B). Como se muestra en la Fig. 14, la
expresion de sinucleina a en el cerebro aumenta su nivel en sangre y la inhibicion de las tirosina cinasas invierte estos
efectos de una manera dependiente de parkina.

En otro estudio, se inyecto a ratones de forma estereotactica (bilateralmente) sinucleina a lentivirica en la sustancia
negra durante 3 semanas. Luego, a la mitad de los animales se les inyectod Nilotinib 10 mg/kg o Bosutinib 5 mg/kg y a
la otra mitad DMSO. Como se muestra en la Figura 185, se compararon los efectos de la expresion de sinucleina a 'y
la inhibicion de las tirosina cinasas sobre los niveles de dopamina y de acido homovanilico (HVA) (ELISA). Los efectos
del tratamiento sobre el rendimiento motor se evaluaron usando rotarod (Fig. 15B). Este estudio muestra que la
sinucleina a indujo la pérdida de los niveles de dopamina y de acido homovanilico (HVA). La inhibicién de las tirosina
cinasas invirtié estos efectos y mejoré el rendimiento motor.

En otro estudio, se les inyectd a ratones transgénicos A53T que expresan sinucleina a humana en todo el cerebro
(excluyendo la sustancia negra) nilotinib 10 mg/kg o bosutinib 5 mg/kg o DMSO una vez al dia durante 3 semanas. Se
compararon los efectos de la expresion de sinucleina a y la inhibicion de las tirosina cinasas sobre los niveles de
dopamina y de acido homovanilico (HVA) (ELISA). Los efectos del tratamiento sobre el rendimiento motor se probaron
utilizando rotarod. La sinucleina a no indujo la pérdida de dopamina y de HVA (debido a la ausencia de expresion de
sinucleina a en las neuronas productoras de dopamina en estos ratones. La inhibicion de las tirosina cinasas aumenté
la dopamina y el HVA. El rendimiento del motor también aumento.

Ademas, se realizaron estudios para demostrar que AB142 ¥ AB140 S acumulan en las AV-10 en animales Tg-APP,
pero el tratamiento farmacolégico potencia la eliminacion autofagica mediante el depdsito de ABi42 0 AP1o,
respectivamente, en las AV-20 y los lisosomas (véanse las Figuras 16 y 17, respectivamente). Estudios adicionales
muestran que p-Tau y la parkina también se acumulan en las AV-10 en animales Tg-APP, pero el tratamiento
farmacolégico potencia la eliminacion autofagica mediante el depésito de p-Tau o parkina en las AV-20 y los lisosomas
(véanse las Figuras 18 y 19, respectivamente).

En otro estudio, se demostro que AB+.42 Y p-Tau en la serina 396 se acumulan en los cerebros de ratones a los que se
les inyectd AB1-42 lentivirica, pero el tratamiento farmacoldgico potencia la eliminacion autofagica mediante el depdsito
de AB1.42 0 p-Tau en las AV-20 y los lisosomas (véanse las Figuras 20 y 21, respectivamente). También se demuestra
que p-Tau y la sinucleina a se acumulan en los cerebros de ratones a los que se les inyectd sinucleina a lentivirica,
pero el tratamiento farmacoldgico potencia la eliminaciéon autofagica mediante el depésito de p-Tau o sinucleina a en
las AV-20 y los lisosomas (véanse las Figuras 22 y 23, respectivamente). Ademas, se demuestra que la sinucleina a
y la p-Tau se acumulan en las AV-10 de los cerebros de los A53T, pero el tratamiento farmacolégico potencia la
eliminacion autofagica mediante el depdsito de p-Tau o sinucleina a en las AV-20 y los lisosomas (véanse las Figuras
24 y 25, respectivamente). La parkina también se acumula en los cerebros de ratones A53T, pero, como se muestra
en la Figura 26, el tratamiento farmacolodgico potencia la eliminacion autofagica mediante el depdsito de parkina en las
AV-20 y los lisosomas. Como se muestra en la Figura 27, la inhibicién de las tirosina cinasas aumenta la actividad de
la parkina y facilita la eliminacién autofagica de p-Tau. Este proceso precisa la estabilizacion de Tau de los
microtubulos intactos. La activacion de las tirosina cinasas, la acumulacion de p-Tau y la autofagia alterada tienen un
papel reconocido en la neurodegeneracion. Se produce una disminucion de la solubilidad de la parkina y su
acumulacién con AR intracelular y p-Tau en vacuolas autofagicas en cerebros con EA, al tiempo que la parkina exdgena
facilita la eliminacion autofagica en modelos animales.

En otro estudio, se les inyectd a ratones de tipo silvestre o -/- para parkina Taut AB1.42 lentivirica durante 3 semanas y
se trataron i.p. con nilotinib 10 mg/kg o DMSO una vez al dia durante 3 semanas (adicionales) consecutivas. Los
tejidos cerebrales se fraccionaron para aislar las AV y se realizd ELISA especifico para ser humano para determinar
el contenido de AB142. AB142 se acumula en las AV-10 en cerebros a los que se les inyectd lentivirus, pero el
tratamiento farmacolégico potencia la eliminacion autofagica mediante el depésito de AB1.42 en las AV-20 y el lisosoma.
También se observé que la eliminacion autofagica es dependiente de parkina. Ademas, este estudio muestra que la
expresion de Tau conduce a la acumulacion de AB142 en las AV10 y las AV20, pero no en los lisosomas, lo que indica
una fusion disminuida entre autofagosomas y lisosomas.

En otro estudio, se les inyectd a ratones de tipo silvestre o -/- para Tau AB142 lentivirica durante 3 semanas y se
trataron i.p. con Nilotinib 10 mg/kg o Bosutinib 5 mg/kg o DMSO una vez al dia durante 3 semanas (adicionales)
consecutivas. Los tejidos cerebrales se fraccionaron para aislar las AV y se realizé ELISA especifico para ser humano
para determinar el contenido en proteinas. Los resultados muestran que AB142 se acumula en las AV-10 en cerebros
a los que se les inyectd lentivirus, pero el tratamiento farmacoldgico potencia la eliminacion autofagica mediante el
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deposito de AB142 en las AV-20 y los lisosomas. La eliminacion autofagica es menos efectiva en animales nulos para
Tau con acumulacion de AB142en las AV-10 y las AV-20.

En otro estudio, se les inyecté a ratones de tipo silvestre o -/- para parkina Taut AB1.42 humana lentivirica durante 3
semanas, y se trataron i.p. con Nilotinib 10 mg/kg o 30 yl de DMSO una vez al dia durante 3 semanas (adicionales)
consecutivas. Los tejidos cerebrales se fraccionaron para aislar las AV y se realizé6 un ELISA especifico para raton
para determinar el contenido de proteinas. Los resultados muestran que P-Tau en la serina 396 se acumula en las
AV-10 en cerebros a los que se les inyectd lentivirus, pero el tratamiento farmacoldgico potencia la eliminacion
autofagica mediante el depdsito de p-Tau en las AV-20 y los lisosomas, donde se degrada.

En otro estudio, se les inyectd a ratones de tipo silvestre o -/- para parkina Taut AB142 lentiviricas durante 3 semanas
y se trataron i.p. con Nilotinib 10 mg/kg o Bosutinib 5 mg/kg o DMSO una vez al dia durante 3 semanas (adicionales)
consecutivas. Los tejidos cerebrales se fraccionaron para aislar las AV y se realizé ELISA especifico para ser humano
para determinar el contenido en proteinas. Los resultados mostraron que P-Tau en la serina 396 se acumula en las
AV-10 en cerebros a los que se les inyectd lentivirus, pero el tratamiento farmacoldgico potencia la eliminacion
autofagica mediante el depdsito de p-Tau en las AV-20 y los lisosomas, donde se degrada.

La Figura 28 muestra A) c-Abl fosforilada en la tirosina 412 (T412) y B) la expresion enddgena de parkina combinadas
en C) el hipocampo de ratones C57BL/6 de 6 meses de edad tratados i.p. con DMSO diariamente durante 3 semanas.
La Figura 28 también muestra D) la disminucion de c-Abl fosforilada en la tirosina 412 (T412) y E) el aumento de la
expresion endégena de parkina combinadas en F) el hipocampo de ratones C57BL/6 de 6 meses de edad tratados i.p.
con Bosutinib 5 mg/kg diariamente durante 3 semanas.

La Figura 29 muestra la expresion de A) parkina y B) AB combinadas en C) la corteza de ratones Tg-APP de 6 meses
de edad tratados con DMSO o Bosutinib 5 mg/kg (D-F) una vez al dia durante 3 semanas. Usando una combinacion
distinta de anticuerpos (véase la Figura G-I, que muestra la expresion de parkina (G) y AB (H) en el hipocampo de
ratones Tg-APP tratados con DMSO. J-H muestran el aumento del nivel de parkina en animales tratados durante 3
semanas una vez al dia con Bosutinib (J) junto con niveles de placa disminuidos (K 'y L) en el hipocampo.

La Figura 30 muestra AB de placas tefiida con anticuerpo 6E10 y contratefiida con DAB en el cerebro de animales Tg-
APP tratados i.p. con DMSO una vez al dia durante 3 semanas.

La Figura 31 muestra AB de placas tefiida con anticuerpo 6E10 y contrateiiida con DAB en el cerebro de animales Tg-
APP tratados i.p. con Bosutinib 5 mg/kg una vez al dia durante 3 semanas. Se observo una disminucion en la formacion
de placas en los animales tratados con Bosutinib en comparacion con los animales tratados con DMSO.

La Figura 32 muestra que Bosutinib reduce los niveles de sinucleina a en ratones transgénicos que expresan A53T
en todo el cerebro. Las Figuras 40A-D muestran la expresion de sinucleina a humana en sustancia negra a la que se
le inyect6 LacZ lentivirica (durante 3 semanas) con A) DMSO y B) Bosutinib 5 mg/kg una vez al dia durante 3 semanas.
C y D muestran la expresion de sinucleina a humana en sustancia negra a la que se inyect6 sinucleina a lentivirica
(durante 3 semanas) con C) DMSO y D) o Bosutinib una vez al dia durante 3 semanas. Las Figuras 40E-H muestran
la expresion de tirosina hidroxilasa (TH) en sustancia negra a la que se le inyectd LacZ lentivirica (durante 3 semanas)
con E) DMSO y F) Bosutinib 5 mg/kg una vez al dia durante 3 semanas. G y H muestran la expresién de TH en
sustancia negra a la que se le inyecto sinucleina a lentivirica (durante 3 semanas) con G) DMSO y H) o Bosutinib una
vez al dia durante 3 semanas. La sinucleina disminuye las neuronas con TH y el Bosutinib rescata estas células. Las
Figuras 401-J muestran la expresion de sinucleina a humana en ratones A53T en |) la corteza, J) el cuerpo estriado,
G) el tronco encefalico y L) el hipocampo, tratados con DMSO durante 3 semanas. Las Figuras 40M-P muestran la
expresion de sinucleina a humana en ratones A53T en M) la corteza, N) el cuerpo estriado, O) el tronco encefalico y
P) el hipocampo, tratados con Bosutinib 5 mg/kg durante 3 semanas.

También se realizaron pruebas de rendimiento. Como se muestra en las Figuras 33A y B, el tratamiento i.p. con
Bosutinib 5 mg/kg diariamente durante 3 semanas mejoré el comportamiento cognitivo en ratones a los que se les
inyecto bilateralmente AB1_42 lentivirica durante 3 semanas antes del tratamiento farmacoldgico. Los ratones tratados
con Bosutinib encontraron la plataforma (A) pero los ratones tratados con DMSO emplearon mas tiempo en el area
NO, donde se colocaron inicialmente o en la zona NE o SO, sin encontrar de forma efectiva el area de la plataforma.
Bosutninb mejord el rendimiento cognitivo de una manera dependiente de parkina ya que los ratones -/- para parkina
no parecian aprender mucho. La Figura 41B muestra que los ratones tratados con Bosutinib recorrieron menos
distancia con menos velocidad pero entraron mas en el area de la plataforma que los ratones tratados con DMSO.

Los estudios también mostraron que la actividad de la parkina aumenté en células de neuroblastoma M17 humanas
después del tratamiento con Nilotinib o Bosutinib (Fig. 34A). El tratamiento con Nilotinib también dio como resultado
niveles aumentados de parkina en los lisados cerebrales de ratones de tipo silvestre a los que se les inyecto sinucleina
a lentivirica antes del tratamiento (Fig. 34B).

El anadlisis de transferencia de Western de los lisados cerebrales de ratones de tipo silvestre tratados con Bosutinib
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reveld que Bosutinib refuerza la autofagia y degrada las proteinas ubiquitinadas. El analisis de transferencia de
Western de lisados cerebrales de ratones Tg-APP tratados con Bosutinib 5 mg/kg durante 3 semanas adicionales
mostré niveles reducidos de ¢-Abl, aumento de parkina y alteracion de distintos marcadores moleculares de autofagia,
lo que indica que AB altera la autofagia normal y Bosutinib refuerza la autofagia para eliminar AB142 (Figura 35). El
analisis de transferencia de Western de lisados cerebrales de ratones Tg-APP tratados con Bosutinib mostrd
alteraciones en los niveles de marcadores moleculares de autofagia (Fig. 36). El analisis de transferencia de Western
de lisados cerebrales de ratones Tg-APP tratados con Bosutinib también mostré niveles disminuidos de fragmentos
carboxiterminales (los CTF) y de fosforotirosina (Fig. 37).

El analisis de transferencia de Western de lisados cerebrales de ratones Tg-APP tratados con Bosutinib 5 mg/kg una
vez al dia durante semanas adicionales mostro niveles reducidos de distintos isétopos de Tau (Fig. 38). El analisis de
transferencia de Western de lisados cerebrales de ratones de tipo silvestre que expresaban ABi42 lentivirica (3
semanas) con y sin tratamiento con Bosutinib (5 mg/kg) durante 3 semanas adicionales, mostré una disminucion de
c-Abl y niveles aumentados de parkina con el tratamiento con Bosutinib, lo que indica que AB142 activa a c-Abl y
Bosutinib activa a la parkina.

El andlisis de transferencia de Western de lisados cerebrales de ratones de tipo silvestre que expresaban AB1.42
lentivirica (3 semanas) con y sin tratamiento con Bosutinib (5 mg/kg) durante 3 semanas adicionales mostraron niveles
de distintos marcadores moleculares de autofagia, o que indica que AB1.42 altera la autofagia normal y Bosutinib
refuerza la autofagia para eliminar AB1.42 (Figura 39). El analisis de transferencia de Western de lisados cerebrales de
ratones de tipo silvestre que expresaban AB142 lentivirica (3 semanas) con y sin tratamiento con Bosutinib durante 3
semanas adicionales, mostro niveles disminuidos de ubiquitina (transferencia de la parte superior) y pan fosfo-tirosina
(segunda transferencia) y SIAH2, lo que indica que Bosutinib es un amplio inhibidor de las tirosina cinasas (Fig. 40).

El andlisis de transferencia de Western de lisados cerebrales de ratones de tipo silvestre que expresaban AB1.42
lentivirica (3 semanas) con y sin tratamiento con Bosutinib durante 3 semanas adicionales mostraron niveles
disminuidos de distintos isétopos de Tau (Fig. 41). También se realizé un analisis de transferencia de Western de
lisados cerebrales de ratones de tipo silvestre que expresaban sinucleina a lentivirica (3 semanas) con y sin
tratamiento con Bosutinib durante 3 semanas adicionales. Estas transferencias muestran un aumento de sinucleina a
en animales a los que se les inyecto sinucleina lentivirica, junto con niveles disminuidos de c-Abl y fosforilacion, niveles
aumentados de parkina y marcadores de autofagia, incluyendo P62, HDACG6, LC3 y ATG12 en comparacion con los
controles de carga de tubulina y MAP2 (Fig. 42).

Ejemplo 2: Inactivaciéon de parkina en la enfermedad de Parkinson

Para determinar el papel de la parkina y su asociacion con la autofagia basal en la EP esporadica, se analizaron tejidos
nigroestriatales humanos cadavéricos mediante fraccionamiento para determinar la solubilidad de las proteinas y se
investigaron los efectos de la parkina sobre la eliminacion autofagica en modelos animales de transferencia génica
lentivirica. Se investigd si la expresion lentivirica de la sinucleina a afecta la autofagia y si la actividad de la parkina
invierte los efectos de la sinucleina a. Se estudiaron modelos animales que expresan sinucleina a lentivirica y se
descubrid que la expresion de parkina disminuye los niveles de sinucleina a en ausencia de ubiquitinacién. Se estudié
si la expresion de parkina regula la eliminacion de sinucleina a mediante degradacion autofagica.

Tejidos cerebrales humanos cadavéricos. Se obtuvieron regiones del cerebro medio y del caudado cadavéricas de 22
pacientes con EP y 15 sujetos de control de la misma edad del banco de cerebros de la John's Hopkins University. La
edad, el sexo, el estadio de la enfermedad y la diseccion cadavérica (DC) se resumen para cada paciente en las
Tablas 1y 2. Se desconoce la causa de la muerte. Para extraer la fraccion soluble de las proteinas, se homogeneizaron
0,5 g de tejidos cerebrales congelados en tampén STEN 1x (Tris 50 mM (pH 7,6), NaCl 150 mM, EDTA 2 mM, NP-40
al 0,2 %, BSA al 0,2 %, PMSF 20 mM y coctel inhibidor de proteasas y fosfatasas), se centrifugd a 10.000 g durante
20 min a 4 °C y se recolectaron los sobrenadantes. A continuacion, todas las muestras se analizaron mediante ELISA
(véase a continuacion) o transferencia de Western utilizando 30 ug de proteina. Para extraer la fraccion insoluble, el
sedimento se resuspendid en solucion de urea 4 M y se centrifugd a 10.000 g durante 15 min, y se recolecto el
sobrenadante y se analizaron 30 ug de proteina mediante transferencia de Western. Las transferencias de Western
se cuantificaron por densitometria usando el programa informatico Quantity One 4.6.3 (Bio-Rad, Hercules, CA). La
densitometria se obtuvo como numeros arbitrarios que miden la intensidad de la banda. Los datos se analizaron como
mediatdesviacion tipica, usando la prueba de la t bilateral (P<0,02) y ANOVA, Neumann Keuls con comparaciones
multiples (P<0,05), para comparar los grupos de EP y de control.

Se realizé inmunohistoquimica sobre portaobjetos de pacientes humanos en cortes cerebrales incluidos en parafina
de 30 ym de espesor, desparafinados en xilenos 2x5 minutos y concentracion secuencial de etanol, bloqueados
durante 1 hora en suero de caballo al 10 % e incubados durante una noche con anticuerpos primarios a 4 °C. Después
de 3 lavados de 10 minutos en PBS 1 x, las muestras se incubaron con los anticuerpos secundarios durante 1 h a TA,
se lavaron 3x10 minutos en PBS 1x. Se inmunoexploré la parkina con anticuerpo anti-parkina de ratéon (PRK8) (1:200)
que reconoce los a.a. 399-465 (Laboratorios Signet, Dedham, MA) o anticuerpo policlonal de conejo (1:200) antiparkina
(AB5112) que reconoce los a.a. 305-323 (Millipore) y se contratiio con DAPI. Se exploré Map 2 con anticuerpo
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monoclonal de raton (1:300) (Pierce). La proteina acida fibrilar glial (GFAP) se explord con AcM de raton (GA5) n.°
3670 (Cell Signaling) (1:200) o anticuerpo policlonal de conejo (ab4674) (Abeam) (1:200). La tirosina hidroxilasa (TH)
se explord con anticuerpo policlonal de conejo (AB152) (Millipore) (1:100) y se contratifid con DAB.

Inyeccién estereotactica. Se usaron construcciones lentiviricas para generar los modelos animales como se explica
en Burns et al. (Hum. Mol. Genetics 18: 3206-3216 (2009); Khandelwal et al. (Mol. Neurodegener. 5: 47 (2010) y
Herman and Moussa (Autophagy 7:919-921 (2011). Se realizé cirugia estereotactica para inyectar las construcciones
lentiviricas en el cuerpo estriado de ratas macho Sprague-Dawley de 2 meses de edad. Se utilizaron N=8 animales en
cada tratamiento. En estos estudios se utilizaron un total de 116 animales. Todos los procedimientos fueron aprobados
por el Comité de Uso y Cuidado de Animales de la Universidad de Georgetown (GUACUC).

Analisis de transferencia de Western. Para extraer la fraccién de proteinas solubles, los tejidos cerebrales se
homogeneizaron en tampon STEN 1x, se centrifugé a 10.000 x g durante 20 min a 4 °C y se recolectaron los
sobrenadantes que contenian la fracciéon soluble de proteinas. Para extraer la fraccion insoluble, el sedimento se
resuspendio en urea 4 M o acido férmico al 30 % y se ajustd a pH 7 con NaOH IN y se centrifugd a 10.000 x g durante
20 min a 4 °C, y se recolecto el sobrenadante que contenia la fraccién insoluble y se analizé por transferencia de
Western. La parkina total se inmunoexploré con anticuerpo PRK8 (1:1000) como se indica (Burns et al., 2009) y la
fosfo-parkina se exploré con anticuerpos anti-Ser 378 (Pierce) (1:1000). La sinucleina a se exploré con anticuerpo
monoclonal de conejo (1:1000) (Santa Cruz). Se usaron anticuerpos de autofagia, incluyendo beclina 1 (1:1000), gen
de tipo autofagia (Atg)-7 (1:1000), Atg12 (1:1000) y LC3-B (1:1000), para explorar de acuerdo con el kit de muestreo
de anticuerpos de autofagia 4445 (Cell Signaling, Inc). La histona desacetilasa 6 (HDACG6) se explord usando anti-
HDACEG6 policlonal de conejo (Abeam) (1:500). Se utilizd un policlonal de conejo anti-SQSTM1/p62 (Cell Signaling
Technology) (1:500). Se utilizaron policlonal anti-LC3 de conejo (Pierce) (1:1000) y policlonal anti-actina de conejo
(Thermo Scientific) (1:1000). LAMP-3 se exploré con anticuerpo policlonal de conejo (Aviva Systems) (1:500). Se utilizé
anticuerpo anti-ubiquitina de conejo (Santa Cruz Biotechnology) (1:1000). La proteina mitocondrial COX-1V se explord
con anticuerpo policlonal de conejo (ab16056) (Abeam) (1:1000) y la poli ADP-ribosa polimerasa humana (PARP-1)
se explord con anticuerpo monoclonal (MA3-950) (Pierce) (1:1500).

Inmunohistoquimica - Estos métodos se realizaron en cortes de cuerpo estriado de cerebro de rata fijados con
paraformaldehido (PFA) al 4 % de 20 micras de grosor y se compararon entre tratamientos. La parkina se exploré con
anticuerpo policlonal de conejo (Chemicon) (1:200). Se uso el policlonal de conejo LC3-B (1:100) para explorar LC3-
B (Cell Signaling, Inc). La tincion con tioflavina-S y DAPI nuclear se realizé6 de acuerdo con las instrucciones del
fabricante (Sigma). Métodos estereoldgicos- los aplicd un investigador que no estaba familiarizado con el estudio
mediante un analisis estereoldgico no sesgado (Stereologer, Systems Planning and Analysis, Chester, MD) para
determinar el recuento total de células positivas en 20 campos corticales en al menos 10 cortes cerebrales (~400
células positivas por animal) como se indica en (Burns et al., 2009, Khandelwal et al., 2010, Herman y Moussa, 2011).
Ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA) de sinucleina a, parkina y p-Tau - Se realizaron ELISA
especificos (Invitrogen) utilizando 50 pl (1 pg/ul) de lisados cerebrales detectados con 50 pl de anticuerpo primario (3
h) y 100 pl de anticuerpo secundario anti-conejo (30 min) a temperatura ambiente. Se midieron los niveles de parkina
mediante ELISA especifico para ser humano (MYBioSource) y los niveles de p-Tau y de a-sinucleina mediante ELISA
especifico para ser humano (Invitrogen) de acuerdo con los protocolos de los fabricantes.

Fraccionamiento subcelular para aislar vacuolas autofagicas- Se homogeneizaron 0,5 g de cerebros humanos o
animales congelados a baja velocidad (homogeneizador Cole-Palmer, LabGen 7, 115 Vac) en tampon STEN 1 x y se
centrifugd a 1000 g durante 10 minutos para aislar el sobrenadante del sedimento. El sedimento se resuspendié en
tampon STEN 1 x y se centrifugd una vez para aumentar la recuperacion de lisosomas. A continuacién, los
sobrenadantes agrupados se centrifugaron a 100.000 rpm durante 1 hora a 4 °C para extraer el sedimento que
contenia vacuolas autofagicas (las AV) y lisosomas. A continuacién, el sedimento resuspendié en 10 ml (0,33 g/ml) de
Metrizamida al 50 % y 10 ml en tubos de nitrato de celulosa. Se construyd un gradiente discontinuo de Metrizamida
en capas de abajo hacia arriba de la siguiente manera: 6 ml de suspension de sedimento, 10 ml al 26 %; 5 ml al 24 %;
5mlal 20 % y 5 ml al 10 % de Metrizamida (Marzella et al., 1982). Después de centrifugar a 10.000 rpm durante 1
hora a4 °C, la fraccion que flotaba en la capa de Metrizamida al 10 % (lisosoma)y las fracciones que formaban bandas
en las interfases al 24 %/20 % (AV 20) y al 20 %/10 % (AV10) se recolectaron con una jeringuilla y se examinaron.

Microscopia electronica de transmision-El tejido cerebral se fijé (1:4, v:v) en solucion de paraformaldehido-acido picrico
al 4 % y glutaraldehido al 25 % durante una noche, y luego se lavé 3x en tampon de cacodilato 0,1 M y se impregné
con osmio en tetroxido de osmio al 1 %/ferrocianuro de potasio al 1,5 % durante 3 h, seguido de otro lavado 3x en
agua destilada. Las muestras se trataron con acetato de uranilo al 1 % en tampén de maleato durante 1 h, se lavaron
3 x en tampon de maleato (pH 5,2), luego se expusieron a una serie graduada de etanol frio hasta el 100 % y se
finalizé con un tratamiento con 6xido de propileno. Las muestras se incluyen en plastico puro y se incuban a 60 °C
durante 1 o 2 dias. Los bloques se cortan en un micrétomo Leica ultracut a 95 nm, se recogen en rejillas de cobre
recubiertas de formvar de 100 nm, y se analizan utilizando un ME de transmision Philips Technai Spirit. Un investigador
que no estaba familiarizado con el estudio adquirié y analizé todos los cortes.
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Resultados

Solubilidad disminuida de la parkina en el cuerpo estriado cadavérico de pacientes con EP esporadica. Para
determinar el papel de la parkina en el cerebro de los pacientes con EP esporadica, se analizaron tejidos estriatales
(caudados) humanos cadaveéricos de 12 pacientes con EP y 7 controles de la misma edad, como se describe en la
Tabla 1. La medicion por ELISA de la parkina humana soluble reveld una disminucion significativa (P<0,05) (36 %) de
los niveles de parkina en el caudado/cuerpo estriado de EP en comparacién con el control (Fig. 43A). El analisis de
transferencia de Western de los extractos de cuerpo estriado solubles confirmd la disminucién de los niveles de parkina
en los pacientes con EP en comparacion con el control (Fig. 43B y C, 54 %). No se detectaron diferencias en los
niveles de parkina en la corteza de EP. La exploracién con anticuerpo anti-ubiquitina mostré una mancha mayor de
proteinas ubiquitinadas en el cuerpo estriado de EP en comparacion con el control (Fig. 43B). Sin embargo, todas las
muestras con DC superior a 16 h mostraron significativamente (P<0,02, prueba de la t bilateral) mayores niveles de
ubiquitina (48 %) en ambos grupos y mayores niveles de parkina (25 %) con DC superior a 13 h en el grupo de EP.
Para investigar mas a fondo si la disminucién de la degradacién de las proteinas da como resultado una alteracion de
la solubilidad, las proteinas insolubles se extrajeron en urea 4 M. Se detectd un aumento del nivel de parkina en la
fraccion insoluble (Fig. 43D y E, 82 %) en contraste con el extracto soluble, que apenas se detectd. En el extracto
insoluble se observo la fosforilaciéon de la parkina en la serina 378, lo que no se detecté en la fraccion soluble (Fig.
43Dy E, 114 %). Adicionalmente, también se detectaron mas proteinas ubiquitinadas (Fig. 43D, 3? transferencia) en
la fraccion insoluble. Las variaciones entre las muestras se representan para mostrar la variacion entre muestras
individuales, que incluyen parkina soluble, insoluble y fosfo-parkina (Fig. 43F). En conjunto, estos datos muestran una
solubilidad disminuida de la parkina y una fosforilacion aumentada en la EP.

Expresion de parkina alterada y pérdida de neuronas de tirosina hidroxilasa en el cuerpo estriado de pacientes
con EP esporadica. Para determinar si la expresion de parkina esta alterada en la EP esporadica, se examinaron
cortes cerebrales del mesencéfalo humano cadavérico de 10 pacientes con EP y de 8 sujetos de control, como se
identifica en la Tabla 2. Para determinar la diferencia en la tinciéon de parkina entre los cerebros con EP y de control,
los cortes cerebrales en serie recolectados de cada caso se exploraron con anticuerpo antiparkina humana (PRK8)
que reconoce los a.a. 399-495 y se contratifio con GFAP o DAPI. Se us6 microscopia confocal y se observo tincion
citosolica de parkina difusa en el caudado (Fig. 44A) y dentro de astrocitos tefiidos con GFAP de cortes cerebrales de
control (Fig. 44B), y también se observo tincién de TH (Fig. 54C) en el caudado de un sujeto de control (caso 1683).
Sin embargo, se observo una intensa tincion citosolica en el caudado (Fig. 44D, flecha) y dentro de los astrocitos (Fig.
44E), con una tincién disminuida de TH (Fig. 44F) en un paciente con EP/EA (caso 2215). Para determinar que la
tincion de parkina o GFAP no se debia a la autofluorescencia en portaobjetos humanos, los portaobjetos se incubaron
con y sin anticuerpos primarios o secundarios y se determiné la ausencia de unidn no especifica de los anticuerpos
mediante microscopia confocal. La expresion de parkina se examind adicionalmente en las regiones cerebrales del
mesencéfalo/SN. Se observé tincion citosolica difusa de parkina (Fig. 44G) y dentro de astrocitos tefiidos con GFAP
(Fig. 44H) con tincion de TH (Fig. 441) en cortes en serie del mesencéfalo/SN del cerebro de control (caso 1855). Se
observo una intensa tincion citosdlica de parkina (Fig. 54J, flecha) y dentro de los astrocitos (Fig. 44K), con tincion de
TH significativamente disminuida (Fig. 44L) en un paciente con EP (caso 2315). Se utilizd otra combinacién de
anticuerpos que usa el clon AB5112 que detecta parkina en los a.a. 305-323 y anticuerpos para GFAP para verificar
otros resultados. Se observo una intensa tincion citosolica de parkina (Fig. 44M, flecha) y dentro de los astrocitos (Fig.
44N), con tincion de TH significativamente disminuida (Fig. 440) en un paciente con EP/demencia (caso 2243). Se
us6 MAP-2 como marcador neuronal y se cotifié para parkina (contratincién de DAPI) y TH. La tincién para parkina
(Fig. 45A) fue difusa dentro del citosol y se localizé en gran medida en neuronas marcadas con MAP-2 (Fig. 45B y C)
en el mesencéfalo/SN de un sujeto de control (caso 1277). La tincion de TH también se detectd en cortes cerebrales
en serie (Fig. 45D). Sin embargo, se detectd una tincion de parkina mas intensa y menos difusa en el citosol de las
células tenidas con DAPI (Fig. 45E) y la tincion de parkina se localizé en las neuronas tefidas con MAP-2 (Fig. 45F y
G), con tincién de TH significativamente disminuida (Fig. 45H) en el mesencéfalo/SN de un paciente con EP/demencia
(caso 2267).

Alteracion de la autofagia basal en el cuerpo estriado cadavérico de pacientes con EP. Para determinar si el
cambio en la solubilidad de la parkina esta asociado con cambios en la autofagia basal, se examiné el nivel de algunos
marcadores autofagicos en extractos de cuerpo estriado humanos en EP. Se examinaron los marcadores de la
cascada autofagica, incluyendo la proteina de cadena ligera asociada a microtiubulos 3 (LC3). La exploracion con
anticuerpo anti-LC3 sugirid6 un aumento de los niveles de LC3-Il en comparacion con LC3-l (Fig. 451 y J, 12
transferencia, 78 %, EP N=12y 7 de control), indicando una posible conversion y lipidacién de LC3. LC3-1 es abundante
y estable en el cerebro, la relacion de LC3-1l con respecto a LC3-| o la cantidad de LC3-Il se puede usar para controlar
la cantidad de autofagosoma. LC3 se expresa como tres isoformas en células de mamiferos, LC3-A, LC3-B y LC3-C.
Debido a que la propia LC3-Il se degrada por autofagia, la cantidad de LC3 se midié usando un anticuerpo especifico
para la isoforma LC3-B. Se detectd un aumento del nivel de LC3-B en extractos de cuerpo estriado humanos de
pacientes con EP (N=12) en comparacién con los sujetos de control (N=7) (Fig. 45l y J, 22 transferencia, 48 %. P<0,05,
ANOVA, Neumann Keuls). Se realiz6 un fraccionamiento subcelular para aislar vacuolas autofagicas y lisosomas y se
midieron los niveles de sinucleina a, parkina y p-Tau mediante ELISA cuantitativo. En primer lugar, se determind si el
ensayo de fraccionamiento subcelular extrajo satisfactoriamente los autofagosomas de los lisosomas en tejidos
humanos congelados. El andlisis de transferencia de Western en lisados cerebrales de pacientes con EP mostro la
glicoproteina de membrana asociada a lisosomas 3 (LAMP-3) en la fraccion flotante conteniendo lisosomas (Fig. 45K,
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12 transferencia), mientras que las fracciones de AV-10 y AV-20 contenian LC3-B (Fig. 45K, 22 transferencia), lo que
sugiere que los cerebros humanos congelados contienen vacuolas autofagicas y el fraccionamiento de los inventores
aislo los autofagosomas a partir de los lisosomas. También se realizé una exploracién para el marcador mitocondrial
citocromo c oxidasa-/V (COX-1V, Fig. 45K, 32 trasferencia) y el marcador nuclear poli ADP-ribosa polimerasa (PARP-
1, Fig. 45K, 42 transferencia), y los marcadores se detectaron en todas las fracciones, lo que sugiere que las muestras
cerebrales contenian organulos intactos. Se debe realizar un ensayo exhaustivo que muestre claramente las
mitocondrias en autofagosomas o lisosomas con marcaje conjunto de IHQ con LC3-COX-IV (autofagosoma) o
catepsina-D-COX-1V (lisosoma) acoplado con inmuno-ME para determinar la acumulacién mitocondrial en vacuolas
autofagicas separadas. Se usé un ELISA para medir los niveles de proteina en extractos subcelulares. El nivel de
sinucleina a aumenté significativamente (P<0,05, EP N=12 y 7 de control) en las AV-10 (31 %) y AV-20 (64 %) en
comparacion con el control (Fig. 45L, ANOVA, Neumann Keuls), pero no se detectdé sinucleina a en la fraccion
lisosémica. De manera interesante, la medicién por ELISA de los niveles de parkina también mostré un aumento
significativo de las AV-10 (Fig. 45M, 24 %) y las AV-20 (Fig. 45M, 23 %) y un ligero aumento no significativo (9 %) en
el lisosoma en la EP (N=12) en comparacioén con los sujetos de control (N=7). Los niveles de p-Tau se midieron como
otro marcador proteico que ocasionalmente se asocia con la patologia de la EP. De manera similar, no se detecto p-
Tau en el lisosoma, pero los niveles de p-Tau aumentaron significativamente en las AV-10 (54 %) y las AV-20 (64 %)
en comparacion con el control (Fig. 45N, EP N=12 y 7 de control). Estos datos muestran la acumulacién de proteinas
no degradadas en los autofagosomas en la EP.

La parkina atenua la acumulacién de proteinas inducida por la sinucleina a en el cuerpo estriado. Debido a que
se observo una insolubilidad aumentada de la parkina y niveles disminuidos de parkina soluble en asociacién con la
alteracion de la autofagia en el cuerpo estriado de la EP, se buscé sobreexpresar la parkina y determinar si la parkina
funcional puede invertir los efectos de la sinucleina a en la eliminacion autofagica. Se utilizé un modelo animal de
transferencia génica dirigido a la expresiéon de sinucleina a en el cuerpo estriado de ratas de 2 meses de edad. La
parkina lentivirica condujo a aumentos significativos (Fig. 46A, 53°/> por densitometria, N=8, P<0,05) de los niveles
de parkina y la sinucleina a lentivirica condujo a aumentos significativos (41 %) de los niveles de sinucleina a. La
coexpresion de parkina con sinucleina a atenud los niveles de sinucleina a monomérica (Fig. 46A) y redujo el nivel de
proteinas de mayor peso molecular de vuelta al control (LacZ) 4 semanas posinyeccion (Khandelwal et al., 2010). No
se observaron cambios en los niveles totales de parkina en los cerebros a los que se les inyecté sinucleina a lentivirica
(Fig. 46A, 12 transferencia) y se detectd parkina no fosforilada en cerebros de rata. Se realizaron estudios
independientes para confirmar los cambios en los niveles de sinucleina a usando ELISA cuantitativo especifico para
sinucleina a humana. Los niveles de sinucleina a humana aumentaron significativamente (Fig. 46B, 54 %, N=8) en el
cuerpo estriado de los animales a los que se les inyecto sinucleina a lentivirica en comparacion con LacZ o parkina.
La coinyeccion de sinucleina a lentivirica y parkina invirtio los niveles de sinucleina a humana de vuelta al control. El
suministro lentivirico de parkina en el cuerpo estriado dio como resultado un aumento significativo de parkina cuando
se expreso sola (Fig. 46C, 44 %, N=8) o en presencia de sinucleina a (53 %, N=8).

Se determinaron los cambios en p-Tau de rata usando ELISA. La expresion de sinucleina a humana conduce a un
aumento significativo (Fig. 46D, 34 %, N=8) de p-Tau en el cuerpo estriado de rata, pero la coexpresion de parkina
invierte p-Tau de nuevo al control. La expresion lentivirica de sinucleina a en el cuerpo estriado conduce a la deteccion
de la tincion positiva de la tioflavina-S (Fig. 46F), en comparacion con la parkina lentivirica sola (Fig. 46F). Sin embargo,
la coexpresion de parkina con sinucleina a previene la aparicion de la tincion positiva de tioflavina-S (Fig. 46G); lo que
sugiere que la atenuacién de la parkina de los niveles de sinucleina a puede eliminar las especies positivas para
tioflavinaS en este modelo animal. Para comprobar que la tincion de tioflavina-S esta asociada a la expresion de
sinucleina a, se tifieron cortes del cuerpo estriado con un anticuerpo para sinucleina a humana y no se observo tincion
de sinucleina a en cortes en serie con los cortes de tioflavina-S de ratas a las que se les habia inyectado parkina
lentivirica (Fig. 46K), en comparacién con un nivel abundante de sinucleina a en ratas a las que se les habia inyectado
sinucleina a lentivirica, concordante con la tincion de tioflavina-S (Fig. 46L), mientras que la coexpresion de parkina
condujo a la desaparicion de sinucleina a humana en el cuerpo estriado de rata (Fig. 46M).

La parkina funcional de tipo silvestre, y no la mutante T240R, participa en la eliminaciéon de vacuolas
autofagicas inducida por sinucleina a. Se buscd determinar si la expresion de sinucleina a puede cambiar la
autofagia normal, conduciendo a la formacién de vacuolas autofagicas in vivo. Las imagenes de ME de los cortes de
cuerpo estriado no mostraron vacuolas en los animales a los que se les inyecté LacZ lentivirica (Fig. 47A) 4 semanas
después de la inyeccion. La expresion lentivirica de sinucleina a condujo a la acumulacién citosélica de vacuolas (Fig.
47B, asteriscos), lo que sugiere que la expresion de sinucleina a altera la autofagia en el cuerpo estriado de rata. La
coexpresion de parkina con sinucleina a condujo a la formacion de vacuolas autofagicas que contenian desechos (Fig.
47C). Para determinar si la funcion de parkina participa en la eliminacion de las vacuolas autofagicas, se utilizoé parkina
T240R no funcional, que es una forma mutante que pierde su actividad de ubiquitina ligasa E3, conduciendo a ARJPD
(del inglés autosomal recessive young-onset PD, EP autosomica recesiva de aparicion temprana. La coexpresion de
parkina T240R mutante con sinucleina a no impidié la acumulacion de vacuolas citosdlicas (Fig. 47D, asteriscos), lo
que sugiere que la parkina participa en la eliminacion autofagica a través de su funcion de ubiquitina ligasa E3.

Los niveles de sinucleina a humana y p-Tau se midieron usando ELISA cuantitativo en fracciones subcelulares. Se
detectd un aumento significativo (62 %, P<0,05, N=5) del nivel de sinucleina a en las AV-10 (Fig. 47E) y las AV-20
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(19 %) en comparacién con los animales a los que se les habia inyectado LacZ. Sin embargo, la coexpresion de
parkina eliminé la sinucleina a de las AV-10 y aumento significativamente sus niveles en las AV-20 (45 %) y los
lisosomas (24 %) en comparacion con LacZ (Fig. 47E). La coexpresion de sinucleina a con T240R dio como resultado
niveles significativamente elevados (51 %) de sinucleina a en las AV-10 vy, a diferencia de la parkina de tipo silvestre,
no mostré ningun depésito en las AV-20, que estan enriquecidas en autofagosomas o lisosomas. Se detectaron niveles
significativamente aumentados (P<0,05, N=5) de p-Tau en AV-10 en animales a los que se les inyectd sinucleina a
(34 %) o sinucleina a+T240R (39 %) en comparacién con LacZ. Sin embargo, la expresién de parkina de tipo silvestre
condujo a un aumento significativo de p-Tau en las AV-10 (19 %) y el lisosoma (21 %) en comparacion con LacZ,
sinucleina a y sinucleina a+T240R (Fig. 47F). En estos modelos animales no se detecté parkina medida por ELISA en
fracciones subcelulares, lo que sugiere que la acumulacion de parkina en las vesiculas autofagicas puede tener lugar
durante un periodo de tiempo prolongado en la EP.

La parkina funcional, y no la mutante T240R, regula la eliminacién autofagica en el cuerpo estriado de animales
que expresan sinucleina a. Para determinar los mecanismos por los cuales la parkina puede participar en la
eliminacion de vacuolas autofagicas en el cuerpo estriado de ratas, se examinaron marcadores moleculares de la ruta
autofagica. El analisis de TW no mostré diferencias en los niveles de beclina 1 en animales a los que se les inyectd
LacZ, parkina o sinucleina a lentiviricas solo (Fig. 48A). Se observé un aumento significativo de los niveles de beclina
1 (54 % por densitometria, N=8, P<0,05) cuando se coexpresé parkina con sinucleina a, lo que sugiere que la parkina
responde al estrés inducido por sinucleina a. Los niveles de Atg7 y Atg12 también aumentaron significativamente en
un 41 % y un 33 %, respectivamente, en animales a los que se les inyectd parkina+sinucleina a (Fig. 48A) en
comparacion con animales a los que se les inyect6 LacZ, parkina o sinucleina a sola. No se observaron cambios en
los niveles de LC3-B entre los animales a los que se les inyectd LacZ o parkina lentiviricas solas (Fig. 48B), pero la
expresion de sinucleina a aumento significativamente (51 %) los niveles de LC3 (Fig. 48B), lo que sugiere una cantidad
aumentada de autofagosomas. La coexpresién de parkina y sinucleina a disminuy6 los niveles de LC3-B (29 % por
densitometria, N=8, P <0,05), lo que sugiere la degradacion de las vacuolas autofagicas que contienen LC3-B.
Tampoco se observaron cambios en los niveles de HDACG6 (Fig. 48B) entre animales a los que se les inyecté LacZ,
parkina o sinucleina a sola, pero el nivel de HDAC6 aumenté significativamente (37 %) (Fig. 48B) cuando a los
animales se les coinyecto parkina y sinucleina a juntas, lo que sugiere que la expresion de parkina facilita la fusion
entre los autofagosomas y los lisosomas. No se observaron diferencias en los niveles de marcadores moleculares de
autofagia cuando se inyectd parkina mutante T240R sola o con sinucleina a. Estos datos muestran que la actividad
de ubiquitina ligasa parkina E3 puede regular al alza los niveles de proteina de la cascada autofagica dependiente de
beclina 1, facilitando la eliminacion autofagica.

Los datos de ME y TW se complementaron con inmunohistoquimica para determinar la presencia de LC3-B. La tincion
con anticuerpo anti-LC3-B no mostro reactividad en el cuerpo estriado de animales a los que se les inyectd parkina
lentivirica (Fig. 48C). La expresion lentivirica de sinucleina a condujo a un aumento de la inmunorreactividad frente a
LC3-B (Fig. 48D). El recuento estereolégico de células positivas para LC3-B revelé un aumento significativo (Fig. 48G.
43 %, P<0,05, N=8) en el cuerpo estriado al que se le inyecté sinucleina a. La coinyeccion de parkina lentivirica con
sinucleina a (Fig. 48E) dio como resultado la desaparicion de LC3-B del cuerpo estriado. Para comprobar mas a fondo
que la ubiquitina ligasa E3 parkina funcional participa en los cambios autofagicos, se coinyectaron anticuerpos para
LC3-B con sinucleina a y parkina T240R mutante (Fig. 48F) en cortes del cuerpo estriado y no se observo eliminacion
de latincion de LC3-B en estos animales. El recuento estereoldgico de células tefidas con LC3-B en el cuerpo estriado
al que se le coinyecto sinucleina a y T240R mostré un aumento significativo (37 %) de la reactividad de LC3-B en
comparacion con LacZ (Fig. 48F y G). Para determinar con mas detalle si la parkina de tipo silvestre conduce a la
eliminacion de proteinas ubiquitinadas a través de autofagia, los inventores tifieron con el anticuerpo anti-P62. Los
niveles de P62 aumentaron significativamente (P<0,05, N=8) cuando se expreso sinucleina a (41 % por densitometria
con respecto a la actina) en comparacion con LacZ (Fig. 48F). Sin embargo, la coexpresiéon de parkina condujo a la
desaparicion completa de la tincidon de P62, lo que sugiere la degradacién autofagica de las proteinas ubiquitinadas.

Estos estudios muestran una solubilidad disminuida de la parkina en el cuerpo estriado de pacientes con EP
esporadica, independientemente de las mutaciones que provocan la enfermedad de inicio temprano. En conclusion,
la disminucion de la solubilidad de la parkina puede reflejar una funcién disminuida de la parkina, lo que puede conducir
a la alteracion de la autofagia basal, incluyendo la eliminacion de la parkina, la sinucleina a y la p-Tau. La expresion
lentivirica de sinucleina a conduce a p-Tau y a la acumulacion de vacuolas autofagicas. Estos datos demuestran una
asociacioén entre la sinucleina a y la disfuncién autofagica en la EP e indican un papel beneficioso de la parkina en la
eliminacion autofagica. Por tanto, el papel de la parkina en la eliminacién autofagica puede explotarse como una
estrategia terapéutica en la EP.

Tabla 1- Descripcion y diagnoéstico clinico de tejidos humanos de pacientes con EP y sujetos de control
analizados por transferencia de Western y ELISA.

n.° BRC DDF Edad Sexo Raza DC Area FR
399 Control 79 F B 24 Caudado
417 Control 80 F B 6 Caudado
487 Control 73 M B 22 Caudado

(continuacion)
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n.° BRC DDF Edad Sexo Raza DC Area FR

515 Control 62 M B 19 Caudado

705 Control 73 M B 9 Caudado

1277 Control 80 F B 8 Caudado

2052 Control 79 M B 16 Caudado

1690 EP 76 M B 18 Caudado

1731 EP 77 M B 16 Caudado

2140 EP con demencia 84 F B 11 Caudado

2067 EP con demencia, enfer. 76 M ‘ B 19 Caudado
cerebrovasc. (NC)

2019 EP con demencia, enferm. 83 M B 16,5 Caudado
cerebrovasc.

1989 EP con demencia, ECL 84 M ‘ B 5 Caudado
neocortical

2074 EP, enfermedad 85 F B 9 Caudado
cerebrovascular

1758 EP, DCL 81 M |B 11 Caudado

1948 EP, DCL 77 M B 5 Caudado

1796 EP, Cuerpo de Lewy CHG 81 M B 8,75 Caudado
Quiste porencefalico limbico

1877 EP, Cuerpo de Lewy CHG 80 M B 19 Caudado
neocortical

1955 EP, Cuerpo de Lewy CHG 84 M N 13 Caudado
neocortical

Tabla 2- Descripcion y diagnéstico clinico de pacientes humanos con EP y sujetos de control tefiidos con
inmunohistoquimica.
n.°

BRC DDF CERAD BRAAK Edad Sexo Raza DC DF
1062 Control 58 M N 14 Hipocampo CM
1252 Control 70 M B Hipocampo CM
1277 Control 0 80 F B 8 8,";‘/'“‘13"0’ TEBEETES,
1352 Control 78 F 14 gﬁ/l”dado’ hipocampo,
1615 Control 72 M B 20 Caudado
1683 Control 1 91 F B 8 Caudado
1855  Control 7 M 8,";‘/'“‘13"0’ TEBEETES,
2201 Control 0 2 85 F B 27 gﬁ/l”dado’ hipocampo,
pyz B CODGEMENEE, o 4 88 M B 9 Caudado, CM
probable EA
EP, tauopatia no EA,
2235 enferm. 86 F B 26 Caudado, CM
cerebrovasc. (NC)
2243 EP con demencia 0 0 68 M B 50 Caudado, CM
n.° BRC DDF CERAD BRAAK Edad Sexo Raza DC DF
2253 EP, contusion 0 1 64 F B 15 Caudado, CM
2267 = s EomaneE, g 1 75 M B 22 Caudado, CM
neocorteza
2290 EP A 2 82 M B 53 Caudado, CM
2292 EF com aemEneE, 4 77 M B 8 Caudado, CM
probable EA
2312 EP 0 0 56 M B 21 CM
2315 EP 0 2 84 M B 8,5 Caudado, CM
EP con demencia,
2352 enfer. cerebrovasc. 0 2 83 F B 163 Caudado, CM
(NC)

5
Ejemplo 3- Inactivacion de la parkina en la enfermedad de Alzheimer

Se investigé el papel de la parkina en los tejidos cerebrales cadaveéricos de 21 pacientes con enfermedad de Alzheimer
y 15 sujetos de control. Para determinar el papel de la parkina en la eliminacion de la AB, se generaron animales de
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transferencia génica que expresaban AB1.2 lentivirica con y sin parkina y se examinaron los mecanismos autofagicos.
Materiales y métodos

Tejidos cerebrales humanos cadavéricos. Se obtuvieron regiones del hipocampo y corticales cadavéricas de 21
pacientes con EA y 15 sujetos de control de la misma edad del banco de cerebros de la John's Hopkins University. La
edad, el sexo, el estadio de la enfermedad y la diseccion cadavérica (DC) se resumen para cada paciente en las
Tablas 3 y 4. Se desconoce la causa de la muerte. Para extraer la fraccion soluble de las proteinas, se homogeneizaron
0,5 g de tejidos cerebrales congelados en tampén STEN 1x (Tris 50 mM (pH 7,6), NaCl 150 mM, EDTA 2 mM, NP-40
al 0,2 %, BSA al 0,2 %, PMSF 20 mM y cdctel inhibidor de proteasas), se centrifugd a 10.000 g durante 20 min a 40C,
y se recolectaron los sobrenadantes. A continuacién, todas las muestras se analizaron mediante ELISA (véase a
continuacion) o transferencia de Western utilizando 30 ug de proteina. Para extraer la fraccion insoluble, el sedimento
se resuspendié en solucion de urea 4 M y se centrifugd a 10.000 g durante 15 min, y se recolecté el sobrenadante y
se analizaron 30 ug de proteina mediante transferencia de Western. Las transferencias de Western se cuantificaron
por densitometria usando el programa informatico Quantity One 4.6.3 (Bio Rad). La densitometria se obtuvo como
numeros arbitrarios que miden la intensidad de la banda. Los datos se analizaron como mediatdesviacion tipica,
usando la prueba de la t bilateral (P<0,02) y ANOVA, Neumann Keuls con comparaciones multiples (P<0,05), para
comparar los grupos de EA y de control. La parkina insoluble colocaliza con A intracelular.

Se realizé inmunohistoquimica sobre portaobjetos de pacientes humanos en cortes cerebrales incluidos en parafina
de 30 ym de espesor, desparafinados en xilenos 2x5 minutos y concentracion secuencial de etanol, bloqueados
durante 1 hora en suero de caballo al 10 % e incubados durante una noche con anticuerpos primarios a 4 °C. Después
de 3 lavados x 10 minutos en PBS 1 x, las muestras se incubaron con los anticuerpos secundarios durante 1 h a TA
se lavaron 3x10 minutos en PBS 1x. AB142 se exploré con anticuerpo policlonal especifico anti-AB1.42 de conejo
(Zymed) (1:200) que reconoce los a.a. 1-42, y anticuerpo monoclonal de raton (4G8) (1:200) que reconoce los a.a. 17-
24 (Covance) y se contratifio con DAPI. Se inmunoexploré la parkina con anticuerpo anti-parkina de ratén (PRK8)
(1:200) que reconoce los a.a. 399-465 (Laboratorios Signet, Dedham, MA) y anticuerpo policlonal de conejo (1:200)
anti-parkina (AB5112) que reconoce los a.a. 305-622 (Millipore) y se contratifid con DAPI. Debido a que los tejidos
humanos pueden presentar un alto nivel de autofluorescencia, se realizaron otros experimentos con la ausencia del
anticuerpo primario o del secundario para determinar la especificidad de la inmunotincion.

Inyeccién estereotactica. Se usaron construcciones lentiviricas para generar los modelos animales como se explica
en Rebeck et al. (J. Biol. Chem. 285, 7440-7446 (2010)) y la identidad de las especies de AB1.42 generadas se confirmé
mediante espectroscopia de masas. Se realiz6 cirugia estereotactica para inyectar las construcciones lentiviricas que
codificaban LacZ, parkina o AB142 en la corteza motora primaria M1 de ratas macho Sprague-Dawley de 2 meses de
edad. Todos los animales se anestesiaron (50 mg/kg de peso corporal) con un coctel de ketamina y xilacina (50:8).
Las coordenadas estereotacticas estaban de acuerdo con el atlas de cerebro de rata de Paxinos y Watson. Los
concentrados de lentivirus se inyectaron a través de un controlador de bomba de microjeringa (Micro4) utilizando un
suministro total por bomba (World Precision Instruments, Inc.) de 6 pl a una velocidad de 0,2 pl/min. En un lado del
cerebro, a los animales se les inyectd 1) un vector de LacZ lentivirico a una multiplicidad de infeccion (m.i.) de 2x10"°;
2) una m.i. de 1 x10'° de parkina lentivirica y una m.i. de 1 x10'° de LacZ lentivirica; 3) una m.i. de 1x10'° de AB1-
parkina insoluble lentiviricas que colocaliza con AB142 intracelular y una m.i. de 1x10'° de LacZ lentivirica; o 4) y una
m.i. de 1x10"° de A4z lentivirica y una m.i. de 1x10' de parkina lentivirica. Todos los procedimientos fueron
aprobados por el Comité de Uso y Cuidado de Animales de la Universidad de Georgetown (GUACUC). En estos
estudios se utilizaron un total de 84 ratas.

Analisis de transferencia de Western. Para extraer la fraccién de proteinas solubles, los tejidos cerebrales se
homogeneizaron en tampén STEN 1x (Tris 50 mM (pH 7,6), NaCl 150 mM, EDTA 2 mM, NP-40 al 0,2 %, BSA al 0,2 %,
PMSF 20 mM y cdctel inhibidor de proteasas), se centrifugd a 10.000 x g durante 20 min a 40 °C y se recolectaron los
sobrenadantes que contenian la fracciéon soluble de proteinas. Para extraer la fraccion insoluble, el sedimento se
resuspendio en urea 4 M o acido férmico al 30 % y se ajusté a pH 7 con NaOH 1N y se centrifugé a 10.000 x g durante
20 min a 40C, y se recolecto el sobrenadante que contenia la fraccion insoluble y se analizé por transferencia de
Western. Los sobrenadantes se analizaron por TW en un gel SDS NuPAGE al 4-12 % Bis-Tris (Invitrogen, Inc.). La
estimacion de proteinas se realizé utilizando el ensayo de proteinas Bio-Rad (Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules,
CA). La parkina total se inmunoexploro con anticuerpo PRK8 (1:1000) como se indica [43] y la fosfo-parkina se explord
con anticuerpos anti-Ser 378 (Pierce) (1:1000). AB1.42 se inmunoexploré con anticuerpo 6E10 de ratén (Signet Labs,
MA) (1:600), analizada junto con un péptido sintético (AnaSpec, CA, EE. UU.). Se usaron anticuerpos policlonales de
conejo anti-beclina (1:1000), gen de tipo autofagia (Atg)-7 (1:1000), Atg12 (1:1000) y LC3-B (1:1000) para explorar las
proteinas de autofagia utilizando el kit de muestreo de anticuerpos 4445 (Cell Signaling, Inc). La histona desacetilasa
6 (HDACB6) se explord usando anti-HDACG6 policlonal de conejo (Abeam) (1:500). Se utilizd un policlonal de conejo
anti-SQSTM1/p62 (Cell Signaling Technology) (1:500). La proteina de membrana asociada a lisosomas 3 (LAMP-3)
se explord con anticuerpo policlonal de conejo (ProteinTech) (1:500). Se utilizaron policlonal anti-LC3 de conejo
(Pierce) (1:1000) y policlonal anti-actina de conejo (Thermo Scientific) (1:1000)). Se utilizaron policlonales de conejo
para Ciclina E (Thermo Scientific) (1:1000), policlonales de conejo para tubulina (Thermo Scientific) (1:1000) y
monoclonales de ratén para ubiquitina (Santa Cruz Biotechnology) (1:500). Map 2 se exploré con anticuerpo
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monoclonal de ratén (1:1000) (Pierce).

Las transferencias de Western se cuantificaron por densitometria usando el programa informatico Quantity One 4.6.3
(Bio Rad). La densitometria se obtuvo como numeros arbitrarios que miden la intensidad de la banda. Los datos se
analizaron como media + desviacion tipica, usando ANOVA, con comparacion multiple de Neumann Keuls entre grupos
de tratamiento. En cada tratamiento se utilizé un numero total de N=8.

La inmunohistoquimica se realizé en cortes cerebrales corticales fijados con paraformaldehido (PFA) al 4 % de 20
micrémetros de grosor y se compard entre tratamientos. ABR142 se exploré con anticuerpo policlonal especifico anti-AB
1-42 de conejo (Zymed) (1:200). Se uso el policlonal de conejo LC3-B (1:100) para explorar LC3-B (Cell Signaling, Inc).
La tincion con tioflavina-S y DAPI nuclear se realizd de acuerdo con las instrucciones del fabricante (Sigma).

Los métodos estereoldgicos los aplicé un investigador que no estaba familiarizado con el estudio mediante un analisis
estereoldgico no sesgado (Stereologer, Systems Planning and Analysis, Chester, MD), para determinar los recuentos
de células positivas totales en 20 campos corticales en al menos 10 cortes cerebrales (~400 células positivas por
animal) de cada animal. Estas areas se seleccionaron en distintas regiones a ambos lados del punto de inyeccién, y
todos los valores se promediaron para tener en cuenta el gradiente de tincién en un radio de 2,5 mm desde el punto
de inyeccion. Se utilizé un método de muestreo de fraccionador 6ptico para estimar el nimero total de células positivas
con un disefio de muestreo de niveles multiples. Las células se contaron dentro del marco de muestreo determinado
6pticamente por el fraccionador y las células que caian dentro del marco de conteo se contaron a medida que los
nucleos aparecian mientras se enfocaba a través del eje z.

Ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA) de AB, parkina y p-Tau- Se realizaron ELISA especificos para p-
Tau, AB1-40 y AB142 (Invitrogen) usando 50 pl (1 pg/ul) de lisados cerebrales detectados con 50 pl de anticuerpo
primario (3 h) para p-Tau humana (AT8) o AR y 100 pl de anticuerpo (30 min) anti-parkina insoluble de conejo colocaliza
con el de AB intracelular a TA. Los extractos se incubaron con cromégeno estabilizado durante 30 minutos a TAy la
solucion se detuvo y se leyd a 450 nm, de acuerdo con el protocolo del fabricante. Los niveles de parkina se midieron
usando ELISA humano especifico (MYBioSource) usando ELISA especifico humano (Invitrogen). Todos los ELISA se
realizaron de acuerdo con los protocolos de los fabricantes.

Fraccionamiento subcelular para aislar vacuolas autofagicas- Los cerebros de los animales se homogeneizaron a baja
velocidad (homogeneizador Cole-Palmer, LabGen 7, 115 Vac) en tampén STEN 1x y se centrifugé a 1000 g durante
10 minutos para aislar el sobrenadante del sedimento. El sedimento se resuspendié en tampon STEN 1x y se
centrifugd una vez para aumentar la recuperacion de lisosomas. A continuacién, los sobrenadantes agrupados se
centrifugaron a 100.000 rpm durante 1 hora a 40 °C para extraer el sedimento que contenia las vacuolas autofagicas
(las AV) y los lisosomas. A continuacion, el sedimento resuspendié en 10 ml (0,33 g/ml) de Metrizamida al 50 % y 10
ml en tubos de nitrato de celulosa. Se construyé un gradiente discontinuo de Metrizamida en capas de abajo hacia
arriba de la siguiente manera: 6 ml de suspensién de sedimento, 10 ml al 26 %; 5 ml al 24 %; 5 ml al 20 % y 5 ml al
10 % de Metrizamida. Después de centrifugar a 100.000 rpm durante 1 hora a 40C, la fraccion que flotaba en la capa
de Metrizamida al 10 % (lisosoma) y las fracciones que formaban bandas en las interfases al 24 %/20 % (AV 20) y al
20 %/10 % (AV10) se recolectaron con una jeringuilla y se examinaron.

Microscopia electronica de transmision-El tejido cerebral se fijé en una solucion de paraformaldehido-acido picrico al
4 % (1:4, v:v) y glutaraldehido al 25 % durante una noche, luego se lavd 3x en tampon de cacodilato 0,1 M y se
impregnd con osmio en tetroxido de osmio al 1 %/ferrocianuro de potasio al 1,5 % durante 3 h, seguido de otro lavado
3x en agua destilada. Las muestras se trataron con acetato de uranilo al 1 % en tampon de maleato durante 1 h, se
lavaron 3 x en tampon de maleato (pH 5,2), luego se expusieron a una serie graduada de etanol frio hasta el 100 % y
se finaliz6é con un tratamiento con 6xido de propileno. Las muestras se incluyen en plastico puro y se incuban a 60 °C
durante 1 o 2 dias. Los bloques se cortan en un micrétomo Leica ultracut a 95 nm, se recogen en rejillas de cobre
recubiertas de formvar de 100 nm, y se analizan utilizando un ME de transmision Philips Technai Spirit. Un investigador
no familiarizado con el estudio recolecté todas las imagenes.

La parkina soluble esta disminuida en los tejidos cerebrales de EA cadavéricos. Para determinar si los niveles
de parkina cambian en otras regiones del cerebro con EA, se examinaron tejidos corticales congelados cadaveéricos
de 12 pacientes con EA y 7 sujetos de control de la misma edad. El diagndstico clinico y la diseccién cadavérica (DC)
se resumen en la Tabla 3. No se proporciond informacién sobre la causa de la muerte. El analisis de transferencia de
Western (TW) con anticuerpo anti-parkina (PRK8) revel6 una disminucion significativa (52 %, P<0,05) del nivel de
parkina soluble en la corteza del cerebro con EA (Fig. 49A y D). Para comprobar que la disminucion del nivel de parkina
no se debe a la pérdida neuronal, se usé un anticuerpo anti-MAP-2 como marcador neuronal y control de carga (Fig.
49A). El ELISA de parkina cuantitativo mostré una disminucion significativa (46 %) de los niveles de parkina soluble
(Fig. 49B, P<0,05), lo que sugiere que los niveles de parkina pueden estar reducidos en la EA. Un andlisis posterior
utilizando la prueba de la t bilateral (P<0,02) no mostro diferencias dentro de las muestras de EA o de control con la
edad, pero los niveles de parkina se redujeron significativamente (P<0,05) (21 %) en todas las muestras con DC de
mas de 15 horas.
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La posible funcién de la parkina se investigé mediante el examen del nivel de proteinas ubiquitinadas y las posibles
dianas de la actividad de ubiquitina ligasa E3 parkina, incluyendo la tubulina y la ciclina E. Los niveles de proteinas
ubiquitinadas (Fig. 49C, 12 transferencia) aumentaron en las TW de extractos corticales de EA solubles en
comparacion con los sujetos de control, lo que sugiere la falta de degradacion de las proteinas ubiquitinadas. Sin
diferencias significativas (prueba de la t, P<0,02) dentro del grupo de EA, pero la variacion fue apreciable entre los
sujetos de control, mostrando los sujetos de mayor edad manchas de proteinas ubiquitinadas similares a EA (Fig. 49C,
carril 1 (caso n.° 399) y carril 3 (caso n.° 1277) de la 12 transferencia. También se observé un aumento significativo de
los niveles de tubulina (22 transferencia, 63 %, Fig. 49D, P<0,05) y ciclina E (32 transferencia, 34 %, Fig. 49D) en la
EA en comparacion con los sujetos de control. A continuacién, se extrajo la fraccion de proteinas insolubles de los
tejidos corticales cadavéricos humanos en urea 4 My se realizd una transferencia de Western. Se detecté poca parkina
en la fraccion insoluble de los cerebros de control, pero la parkina total aumentoé significativamente (130 %, P <0,05)
en los cerebros con EA, lo que sugiere la insolubilidad de la parkina (Fig. 49E y F). Los inventores detectaron también
un aumento significativo (P<0,05) de los niveles (143 %) de parkina fosforilada en la serina 378 con respecto a la
actina en cerebros con EA pero no en los sujetos de control (Fig. 49E, 22 transferencia y Fig. 49F), lo que sugiere que
la fosforilacion de la parkina puede asociarse con una solubilidad disminuida.

La parkina colocaliza con AB142 intraneuronal en el hipocampo y la corteza en la EA. Para investigar si la expresion
de parkina esté alterada en cerebros humanos con EA, se utilizé un anticuerpo monoclonal de ratéon anti-parkina
(PRK8) que reconoce los a.a. 399-465 y un anticuerpo policlonal de conejo anti-AB1.42 humana que reconoce los a.a.
1-42. La tincion del hipocampo mostré AB1.42 (Fig. 50A) y parkina (Fig. 50B) intraneuronales en neuronas con el nucleo
tefiido con DAPI en sujetos humanos de control, y tanto la parkina como AB1.42 se detectaron dentro de las mismas
células (Fig. 50C). Los niveles de expresion intraneuronal de AB142 aumentaron en el hipocampo de pacientes con EA
(Fig. 50D), sin deteccion apreciable de placas de amiloide. La cotincion mostré niveles de parkina intracelular
aumentados (Fig. 50E) en el hipocampo de EA en comparacion con los sujetos de control (Fig. 50B), lo que sugiere
una acumulacion de parkina en los cerebros con EA. Tanto la parkina como AB1.42 intracelulares colocalizaron en
neuronas del hipocampo (Fig. 50F). Para determinar la especificidad de estos resultados en cortes humanos, se usaron
de forma alterna el anticuerpo policlonal de conejo anti-parkina (AB5112) que reconoce los a.a. 305-622 y el anticuerpo
monoclonal de ratén anti-AB 142 humano (4G8) que reconoce los a.a. 17-42. La tincién del hipocampo mostréd AB142
(Fig. 50G) y parkina (Fig. 50H) intraneuronales en neuronas con el nucleo tefiido con DAPI en EA, y parkina y AB1.42
se detectaron dentro de las mismas células (Fig. 50J) sin una deteccién apreciable de placas de amiloide.

Se examinaron otras regiones del cerebro en las que se detectaron placas de AR extracelular para determinar si la
parkina colocaliza con AB142 intracelular. La tincion con el anticuerpo anti-Af1.42 mostré formacion de placas en la
corteza entorrinal, asi como acumulaciéon de AB1.42 intracelular(Fig. 51A), lo que sugiere la presencia de AB 142 tanto
intracelular como extracelular en la corteza de EA. La tincion de parkina también se observé dentro de neuronas con
el nucleo tefido con DAPI en la corteza entorrinal (Fig. 51B), pero la parkina colocalizé solo con neuronas que
contenian AB142 ¥ no con placas de AB142 extracelular (Fig. 51C, flechas). Un analisis adicional de la neocorteza
también dio como resultado la deteccién de acumulacion intracelular y AB+1.42 de placas (Fig. 51D) en EA, asi como la
expresion de parkina intracelular (Fig. 51E). De manera similar, parkina y AB142 se colocalizaron (Fig. 51F, flechas)
intracelularmente en la corteza de EA. Se us6 una combinacién alterna de anticuerpos (como se indico anteriormente)
y se detectd la formacion de placas en la corteza, asi como acumulacion de AB1.42 intracelular (Fig. 51G), lo que
sugiere la presencia de AB142 tanto intracelular como extracelular en la corteza de EA. También se observo tincion de
parkina dentro de neuronas con el nucleo tefiido con DAPI en la corteza de EA (Fig. 51H), pero la parkina colocalizé
solo con neuronas que contenian AB142 y no con placas de AB142 extracelular (Fig. 511, flechas).

Acumulacion de parkina, AB y p-Tau en autofagosomas en cerebro de EA. Para determinar si la cotincion de parkina
con AB142 intracelular se asocia con actividades autofagicas en la EA, se usaron anticuerpos anti-proteina de cadena
ligera asociada a microtubulos 3 (LC3) como sonda y se realizé un fraccionamiento subcelular para medir los niveles
de proteinas amiloides en organulos autofagicos usando ELISA cuantitativo. La exploracion con el anticuerpo anti-LC3
sugirié un aumento significativo de los niveles de LC3-1l en comparacion con los niveles de LC3-1 (28 %) (Fig. 52A, 12
transferencia y Fig. 52B), lo que indica una posible lipidaciéon de LC3. La cantidad de LC3 en comparacion con la actina
se midié usando un anticuerpo especifico para la isoforma LC3-B. Se detectd un aumento significativo (33 %, P<0,05)
del nivel de LC3-B en extractos corticales humanos de pacientes con EA en comparacion con sujetos de control (Fig.
52A, 22 transferencia y Fig. 52B).

Para determinar que el fraccionamiento subcelular conduce al aislamiento de vacuolas autofagicas, la TW se realizd
con un marcador lisosémico utilizando un anticuerpo anti-LAMP-3 que mostré una fraccién lisosémica en la capa
superior del gradiente de Metrazimida (Fig. 52C, transferencia de la parte superior) y anti-LC3B (22 transferencia), que
detecto autofagosomas en las fracciones del gradiente del 10 % (AV-10) y el 20 % (AV-20). Los niveles de ARy p-Tau
se midieron usando ELISA cuantitativo en estas fracciones. Se detecté un aumento significativo (89 %, P<0,05) del
nivel de AB142 en las AV-10 (Fig. 52D) y las AV-20 (78 %), que estan enriquecidas en autofagosomas en la EA en
comparacioén con el control. De manera similar, se detecté un aumento significativo (110 %, P<0,05) del nivel de AB1-
40 en las AV-10 (Fig. 52E) y las AV-20 (89 %) en la EA en comparacion con el control. No se detecté AB en la fraccion
lisosémica. Los niveles de p-Tau se midieron como otro marcador proteico asociado con la EA. No se detecté p-Tau
en el lisosoma, pero los niveles de p-Tau (AT8) aumentaron significativamente en las AV-10 (81 %)y las AV-20 (140 %)
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en comparacién con el control (Fig. 52F). Debido a que las AV-20 estaban enriquecidas en autofagosomas, estos
datos muestran la acumulacion de proteinas no degradadas en los autofagosomas en la EA. Sorprendentemente, el
nivel de parkina aumento significativamente (P<0,05) en las AV-10 (64 %) y las AV-20 (52 %) en comparacion con el
control (Fig. 52G), pero no en la fraccion lisosémica, lo que sugiere que la parkina acumulada colocaliza con ARy p-
Tau en los compartimentos autofagicos.

AB1.42 lentivirica induce p-Tau y proteina amiloidogénica y la parkina exégena invierte estos efectos. Debido a que la
insolubilidad y la colocalizacidon de la parkina se detectdé con AB+42 intraneuronal en el cerebro con EA, se usé
transferencia génica lentivirica para coexpresar AB+1.42 y parkina en la corteza de rata y se investigaron los efectos de
estas proteinas en la autofagia. Se observo que el suministro lentivirico condujo a un aumento (50 % por densitometria,
N=8) de la expresion de parkina (Fig. 53A, 12 transferencia) y a la eliminacion de AB1.42 2 semanas posinyeccion de
parkina lentivirica junto con AB142 (Fig. 53A, 22 transferencia). No se observaron cambios en los niveles totales de
parkina en cerebros a los que se les inyectd AB1.42 lentivirica (Fig. 53A, 12 transferencia), y no se detecté fosfo-parkina
en las fracciones de urea 4 M insoluble o de acido formico al 30 %. Para determinar los niveles de parkina, se realizé
un ELISA cuantitativo para parkina humana en lisados corticales. La parkina humana aumenté significativamente en
animales a los que se les inyectd parkina (34 %, N=8) o parkina+AB1.42 (38 %) (Fig. 53B) en comparacion con LacZ o
AB1.42 solo. Luego se realizaron estudios independientes para determinar los efectos de la actividad de parkina sobre
los niveles de AB1.42 en la corteza, usando un ELISA de AB+.42 especifico para ser humano. Se observé un aumento
significativo (Fig. 53C, 7,8 veces, N=8, P<0,05, ANOVA, Neumann Keuls con comparacién multiple) del nivel de AB+.
42 2 semanas posinyeccion con AB1.42 lentivirica en la corteza. La coexpresion de parkina disminuyo significativamente
(6 veces) los niveles de AB1.42, pero AB142 permanecié significativamente mayor (89 %) en comparacion con los
animales a los que se les inyecto parkina o LacZ (Fig. 53E).

Luego se determinaron los efectos de la parkina sobre las proteinas amiloidogénicas en animales que expresan AB1-
42. Se realizd un ELISA y se observé un aumento significativo de p-Tau de rata (AT8) en la corteza a las 4 semanas
pero no a las 2 semanas posinyeccion (Fig. 53D). Se realizd una tincion de tioflavina-S para examinar si AB142
lentivirica y la acumulaciéon de p-Tau conducen a la formacion de proteinas amiloidogénicas. Los cortes cerebrales
corticales mostraron tincion positiva para tioflavina-S en animales que expresan AB1.42 (Fig. 53H) en comparacién con
los controles a los que se les inyectd LacZ lentivirica (Fig. 53E). La coexpresion de parkina con AB1.42 elimind la tinciéon
positiva de tioflavina-S en la corteza 4 semanas posinyeccion (Fig. 53G). Estos datos muestran que la parkina
contrarresta a las proteinas amiloidogénicas inducidas por AB1.2.

La parkina participa en la eliminacion de vacuolas autofagicas que contienen p-Tau y AB142. Se determiné si la
expresion de parkina puede participar en la eliminacion de la acumulacién de vacuolas autofagicas inducida por AB1-
42. El barrido por microscopia electronica de cortes corticales no mostré acumulacién de parkina insoluble colocalizada
con vacuolas de AR intracelular en el citosol de animales a los que se les inyect6 LacZ lentivirica (Fig. 54A) o parkina
lentivirica (Fig. 54B). La expresion lentivirica de AB142 condujo a la acumulacion citosélica de vacuolas autofagicas
(Fig. 54C, flechas), lo que sugiere la induccion de autofagia 2 semanas posinyeccion con AB142 lentivirica. La
coexpresion de parkina lentivirica con AB142 lentivirica condujo a la formacién de vacuolas de doble membrana que
contenian desechos (Fig. 54D). Estos datos sugieren que la parkina conduce a la eliminaciéon autofagica de vacuolas
inducidas por AB1.42 lentivirica. Se realizo fraccionamiento subcelular y se midieron los niveles de AB+1.42 y p-Tau usando
ELISA cuantitativo en estas fracciones. Se detecté un aumento significativo (61 %, P<0,05, N=5) del nivel de AB142 en
las AV-10 (Fig. 54E) en comparacion con los animales a los que se les inyectd LacZ, parkina o parkina+ARB142,
indicando que AB142 altera la autofagia normal, lo que conduce a la acumulacion de autofagosomas. Sin embargo, la
coexpresion de parkina condujo a la eliminacion de ABi42 de las AV-10 y a niveles de AB142 significativamente
aumentados en las AV-20 (42 %) y los lisosomas (35 %) en comparacion con LacZ y parkina solo (Fig. 54E). Debido
a que la expresion de AB+.42 indujo a p-Tau a las 4 semanas posinyeccién, también se midieron los niveles de p-Tau
(AT8). Los animales a los que se les inyectd AB1.42 tuvieron un aumento significativo (31 %) en los niveles de p-Tau
en las AV-10 en comparacion con LacZ, parkina y parkina-AB142 (Fig. 54F). Sin embargo, la expresion de parkina+AR1-
42 condujo a la eliminacion a partir de las AV-10 y a niveles significativamente aumentados de p-Tau en las AV-20
(18 %) y los lisosomas (20 %).

La parkina regula la eliminaciéon de autofagosomas en animales que expresan AB142. Determinar los mecanismos
por los cuales la parkina puede participar en la eliminacion de las vacuolas autofagicas, se examinaron los marcadores
moleculares de la via autofagica que conduce a la eliminacion autofagosémica. El analisis de TW no mostré diferencias
en los niveles de beclina en animales a los que se les inyectd LacZ, parkina o A 142 lentiviricas (Fig. 55A). Sin embargo,
se detectd un aumento significativo de los niveles de beclina (48 % por densitometria, N=8, P<0,05) cuando la parkina
se coexpreso con AB142, I0 que sugiere que la parkina responde a al estrés inducido por AB142. Los niveles de genes
relacionados con la autofagia (los Atg), incluidos Atg7 y Atg12, también aumentaron en un 34 % y un 29 %,
respectivamente, en animales a los que se les inyectd parkina+AB142 (Fig. 55A) en comparaciéon con animales a los
que se les inyectd LacZ, parkina o AB+.42 solo. Se examinaron otros marcadores de la cascada autofagica LC3. No se
detectaron cambios en los niveles de LC3-B en animales a los que se les inyect6 LacZ o parkina lentiviricas solas (Fig.
55B). La expresion de AB142 lentivirica conduce a un aumento significativo (32 %, N=8, P<0,05) de los niveles de LC3-
B, pero la coexpresién de parkina invirtié el aumento de LC3-B (Fig. 55B). Se observé un aumento significativo de los
niveles de la histona desacetilasa 6 (HADCG6) (44 %) en animales a los que se les inyectd parkina+AR142 lentiviricas
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(Fig. 55B) en comparacion con todas las demas condiciones. Estos datos sugieren que la parkina responde al estrés
por AB142 a través de la regulacion al alza de los marcadores moleculares de autofagia.

Los datos de ME y TW se complementaron con inmunohistoquimica para evaluar el aspecto de la tincion de LC3-B.
La tincion con anticuerpo anti-LC3-B no mostré reactividad en la corteza de los animales a los que se les inyecté LacZ
(Fig. 55C) o parkina (Fig. 55D). Sin embargo, la inyeccién lentivirica de AB142 aumento la tincion de LC3-B (Fig. 55E),
de acuerdo con los datos de la TW. La coinyeccion de parkina lentivirica con AB1.42 (Fig. 55F) condujo a la desaparicion
de la tincion de LC3-B. El recuento estereoldgico de células positivas para LC3-B revelé un aumento significativo (Fig.
55G. 52 %, P<0,05, N=8) en cortezas a las que se les coinyectd AB142 en comparacion con otros tratamientos, lo que
indica que la actividad de la parkina regula la eliminacién de autofagosomas en animales que expresan AB+.42. Para
determinar mas a fondo si la parkina conduce a la eliminacion de las proteinas ubiquitinadas a través de la autofagia,
se utilizé como sonda un anticuerpo anti-P62. Los niveles de P62 aumentaron significativamente (P<0,05, N=8) cuando
se expreso AB1.42 (21 % por densitometria con respecto a la actina) en comparacién con LacZ (Fig. 55F). Sin embargo,
la coexpresion de parkina condujo a la desaparicion completa de la tincion de P62, lo que sugiere la degradacion
autofagica de las proteinas ubiquitinadas.

Estos estudios proporcionan la primera evidencia de la inactividad de la parkina y la solubilidad disminuida en la EA.
Los datos actuales muestran que la parkina se inactiva y se acumula con AB142 y p-Tau en autofagosomas en la EA.
Este nuevo resultado muestra que la disminucién de la actividad de la ubiquitina ligasa E3 parkina puede dar como
resultado una falta de eliminacion autofagica, lo que conduce a la acumulacion de las vacuolas autofagicas observadas
en los cerebros con EA. Los estudios de transferencia génica en animales proporcionan pruebas de que AB1.42
lentivirica podria inhibir la maduracion de los autofagosomas de forma similar a la EA. En conclusién, estos datos
demuestran una asociacion entre la inactivacién de la parkina y la colocalizacién con AB+.42 intraneuronal con la
disfuncion autofagica, lo que indica un papel beneficioso para la parkina en la eliminacion autofagica. La inactivacion
de la parkina podria conducir a una eliminacion autofagica disminuida y a la acumulacién de proteinas amiloidogénicas
no degradadas en los autofagosomas. La expresion lentivirica de AB142 conduce a p-Tau y a la acumulacion de
vacuolas autofagicas a través de la inhibicidon de la maduracién de los autofagosomas y/o el deterioro del transporte
de organulos autofagicos. La actividad de la ubiquitina ligasa E3 parkina potencia el flujo autofagico y la eliminacion
de amiloide, posiblemente a través de la maduracion aumentada de autofagosomas y el reconocimiento con los
lisosomas. El papel de la parkina en la eliminacién autofagica podria explotarse como una estrategia terapéutica en
las enfermedades neurodegenerativas.

Tabla 3. Sumario y diagndsticos clinicos de pacientes con EA y sujetos de control utilizados para estudios

bioquimicos.
n°BRC DDF Edad Sexo Raza DC Area FR
399 Control 79 F B 24 Motora
417 Control 80 F B 6 Motora
487 Control 73 M B Motora
515 Control 62 M B 19 Motora
705 Control 73 M B 9 Motora
1277 Control 80 F B 8 Motora
2052 Control 79 M B 16 Motora
1390 EA 75 M 12 Motora
1336 EA 82 M B 10 Motora
1652 EA 85 M B 18 Motora
1657 EA 82 M B 15 Motora
1697 EA/Infartos 86 M 6 Motora
1671 EA 77 M B Motora
1801 EA 75 M 15 Motora
1870 EA 85 M B 3,5 Motora
1997 EA 85 M B 55 Motora
2070 EA 82 M B 19 Motora
2076 EA 84 F B 16 Motora
2078 EA, enf. cerebrovasc. (NC) 80 M 16 Motora

Tabla 4. Sumario y diagnodsticos clinicos de pacientes con EA y sujetos de control utilizados para estudios de
inmunohistoquimica.
n.° BRC DDF CERAD BRAAK Edad Sexo Raza DC DF

1062 Control 58 M N 14  Hipocampo, CM

1252 Control 70 M B Hipocampo, CM

1277 Control 0 80 F B 8 Caudado, hipocampo, CM
1352 Control 78 F 14  Caudado, hipocampo, CM
1615 Control 72 M B 20 Caudado

1683 Control 1 91 F B 8 Caudado

(continuacion)
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n.° BRC DDF CERAD BRAAK Edad Sexo Raza DC DF

1855 Control 77 M B Caudado, hipocampo, CM
2201 Control 0 2 85 F B 27  Caudado, hipocampo, CM
1774 EA C 6 87 F B 17,5 Hipocampo
1778 EA C 6 80 F B 6,5 Hipocampo, CM
1782 EA 86 M B 19,5 Hipocampo, CM
1788 EA C 62 F B 36,5 Hipocampo
1833 EA 79 F B 4,5 Entorrinal/Hipotal.
1851 EA 86 F Entorrinal/Hipotal.
1854 EA C 6 89 M B 9,5 Hipocampo
1861 EA 85 M B 29  Hipocampo
2291 EA N 4 77 M B 8 Neocorteza
Ejemplo 4

La enfermedad de Parkinson es un trastorno del movimiento caracterizado por la muerte de las neuronas
dopaminérgicas (DA) de la sustancia negra (SN) y la acumulacion cerebral de sinucleina a. La tirosina cinasa c-Abl se
activa en la neurodegeneracion. La expresion lentivirica de sinucleina a conduce a la activaciéon de c-Abl (fosforilacion)
y la expresion de c-Abl aumenta los niveles de sinucleina a en la SN de ratén, de acuerdo con la activacion de c-Abl
en cerebros con EP. La sinucleina a lentivirica induce la acumulacion de autofagosomas, y la potenciacion de la
autofagia con el inhibidor de c-Abl Nilotinib aumenta la eliminacion autofagica. El Nilotinib se usa para el tratamiento
de la leucemia en adultos y entra al cerebro dentro de las dosis aprobadas por la FDA, lo que conduce a la degradacion
autofagica de la sinucleina a y la limitacion de la muerte celular, incluyendo las neuronas de la SN. Nilotinib potencia
el comportamiento motor en modelos lentiviricos de EP, aumenta los niveles de DA e induce hiperactividad en ratones
transgénicos A53T. Estos datos muestran que Nilotinib puede ser una estrategia terapéutica para degradar la
sinucleina a en la EP y otras sinucleinopatias.

Inyeccion estereotactica. Se les inyectd de forma estereotactica a ratones C57BL/6 de seis meses de edad, una m.i.
de 1 x104 de c-Abl, sinucleina a (o control de LacZ) lentiviricas bilateralmente en la SN usando las coordenadas:
lateral: 1,5 mm, ventral: 4,1 mm y horizontal: -3,64. Los concentrados viricos se inyectaron a través de un controlador
de bomba de microjeringa (Micro4) usando una bomba total (World Precision Instruments, Inc.) de 2 ul a una velocidad
de 0,2 pl/min como se describié anteriormente (54-56). Todos los experimentos con animales se realizaron en pleno
cumplimiento de las recomendaciones del Comité de Uso y Cuidado de Animales de la Universidad de Georgetown
(GUAUC).

Tratamiento con nilotinib. Tres semanas posinyeccion con el lentivirus, la mitad de los animales se trataron i.p.
diariamente con Nilotinib 10 mg/kg disuelto en DMSO vy la otra mitad recibié tratamientos con DMSO (3 pl en total)
durante 3 semanas adicionales. La mitad de los ratones transgénicos A53T de 6-8 meses de edad se trataron i.p.
diariamente con Nilotinib 10 mg/kg y la otra mitad con DMSO.

Analisis de TW. Se aisl6 la region nigroestriatal de ratones que expresaban sinucleina a o c-Abl y se comparé con
extractos de LacZ o cerebrales totales de ratones A53T. Los tejidos se homogeneizaron en tampén STEN 1x (Tris 50
mM (pH 7,6), NaCl 150 mM, EDTA 2 mM, NP-40 al 0,2 %, BSA al 0,2 %, PMSF 20 mM y cdctel inhibidor de proteasas),
se centrifugé a 10.000 x g durante 20 min a 40C y se recogio el sobrenadante que contenia la fraccién de proteinas
solubles. El sobrenadante se analizé por TW en un gel SDS NuPAGE Bis-Tris (Invitrogen). La sinucleina a se explord
con anticuerpo anti-sinucleina a de ratén (1:1000) (BD Transduction Laboratories, EE. UU.) o anticuerpos humanos
(1:1500) (ThermoScientific). La c-Abl total se explord con anticuerpo policlonal de conejo (1:500) (Thermo Fisher) y p-
c-Abl (Tyr-214) con anticuerpo policlonal de conejo (1:500) (Millipore). La actina B se exploré con un anticuerpo
policlonal (1:1000) (Cell Signaling Technology, Beverly, MA, EE. UU.). Se utilizaron anticuerpos de autofagia,
incluyendo beclina 1 (1:1000), Atg5 (1:1000), Atg12 (1:1000) para explorar de acuerdo con el kit de muestreo de
anticuerpos de autofagia 4445 (Cell Signaling, Inc). Se utilizaron policlonal anti-LC3 de conejo (Pierce) (1:1000) y
policlonal anti-actina de conejo (Thermo Scientific) (1:1000)). Se utilizé policlonal de conejo para tubulina (1:1000)
(Thermo Scientific). Map 2 se exploré con anticuerpo monoclonal de ratén (1:1000) (Pierce). Se utilizé un policlonal de
conejo anti-SQSTM1/p62 (Cell Signaling Technology) (1:500). Las TW se cuantificaron por densitometria usando el
programa informatico Quantity One 4.6.3 (Bio Rad).

IHQ de cortes cerebrales. Los animales se anestesiaron profundamente con una mezcla de xilacina y ketamina (1:8),
se lavaron con solucion salina 1X durante 1 min y luego se perfundieron con paraformaldehido (PFA) al 4 % durante
15-20 min. Los cerebros se disecaron rapidamente y se almacenaron inmediatamente en PFA al 4 % durante 24 h a
40C, y luego se transfirieron a sacarosa al 30 % a 40C durante 48 h. La tirosina hidroxilasa (TH) se explord con
anticuerpo policlonal de conejo (AB152) (Millipore) (1:100) y la sinucleina a humana se exploré con anticuerpos
monoclonales de ratén (Thermo Scientific) (1:100) y se contratifi6 con DAB.

Métodos estereolégicos. Estos los aplico un investigador que no estaba familiarizado con el estudio mediante un
analisis estereoldgico no sesgado (Stereologer, Systems Planning and Analysis, Chester, MD), para determinar los
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recuentos de células positivas totales en 20 campos corticales en al menos 10 cortes cerebrales (~400 células positivas
por animal) de cada animal.

Cultivo y transfeccion celular. Se cultivaron células M17 de neuroblastoma humano en placas de 24 pocillos (Falcon)
como se describid anteriormente (57, 58). La transfeccion transitoria se realizé con 3 pg de sinucleina a, o con ADNc
de ARNhc de c-Abl o beclina 1 (Open Biosystems), o 3 ug de ADNc de LacZ durante 24 horas. Las células se trataron
con Nilotinib 10 uM durante 24 horas. Las células se recogieron 48 horas después de la transfeccion. Las células se
recogieron una vez con tampon STEN y se centrifugaron a 10.000xg durante 20 min a 4 °C y se recolecto el
sobrenadante.

Ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA) de sinucleina a humana Estos se realizaron utilizando 50
Ml (1 ug/ul) de lisados cerebrales (en tampén STEN) detectados con 50 pl de anticuerpo primario (3 h) y 100 ul de
anticuerpo secundario anti-conejo (30 min) a TA. Los niveles de sinucleina a se midieron usando ELISA especifico
para ser humano (Invitrogen) de acuerdo con los protocolos de los fabricantes.

Ensayo de actividad fluorométrica de caspasa 3- Para medir la actividad de la caspasa 3 en los modelos animales,
los inventores utilizaron el kit EnzChek® caspase-3 assay kit #1 (Invitrogen) sobre extractos corticales y sustrato Z-
DEVD-AMC, y se leyo la absorbancia de acuerdo con el protocolo del fabricante.

ELISA de dopamina y HVA. Se recolecto el cerebro o el mesencéfalo total y se detectaron 50 ul (1 ug/pl) de lisados
cerebrales recientes (en tampon STEN) con 50 I de anticuerpo primario (1 h) y 100 pl de anticuerpo secundario anti-
conejo (30 min) a TA de acuerdo con los protocolos del fabricante (Abnova, n.° de cat. BOLD01090J00011) para DA y
(Eagle Biosciences, n.° de cat. HYA34-K01) para HVA.

ME de transmisién. Los tejidos cerebrales se fijan en solucién de &cido fosférico-picrico al 4 % (1:4, viv) y
glutaraldehido al 25 % durante toda la noche, luego se lavd 3X en tampdn de cacodilato 0,1 M, y se impregné con
osmio en tetroxido de osmio al 1 %/ferrocianuro de potasio al 1,5 % durante 3 h, seguido de otro lavado 3x en agua
destilada. Las muestras se trataran con acetato de uranilo al 1 % en tampdn de maleato durante 1 h, se lavan 3x en
tampodn de maleato (pH 5,2), luego se exponen a una serie graduada de etanol frio hasta el 100 % y se finaliza con un
tratamiento con 6xido de propileno. Las muestras se incluyen en plastico puro y se incuban a 60 °C durante 1 o 2 dias.
Los bloques se cortan en un micrétomo Leica ultracut a 95 nm, se recogen en rejillas de cobre recubiertas de formvar
de 100 nm y se analizan utilizando un ME de transmision Philips Technai Spirit. Para estudios de inmuno-ME, las
cortes se incubaran durante una noche con los anticuerpos primarios y se impregnaran con oro para el analisis de ME.

Espectrometria de masas MALDI-TOF. Los extractos cerebrales se liofilizan (en DMSO) y se resuspenden en
acetonitrilo. La cuantificacion de Nilotinib se llevara a cabo en un analizador 4800 MALDI-TOF-TOF (Applied
Biosystems, CA, EE. UU.) en modo positivo para reflector y luego se valida en modo MS/MS como se describio
anteriormente (54, 59). Las masas de los fragmentos detectados se identificaran en las bases de datos SWISS-PROT
utilizando MASCOT.

Pruebas de rotarod. Los ratones se colocaron en un rotarod acelerador (Columbus Instruments) equipado con
temporizadores individuales para cada raton. Los ratones se entrenaron para permanecer en la barra a una rotacion
constante de 5 rpm durante al menos 2 minutos, luego se aumenté gradualmente la velocidad en 0,2 rpm/min y se
midio la latencia hasta la caida. Todos los valores se convirtieron a % del control.

La activacion de c-Abl esta asociada con la acumulacién de sinucleina a. Para examinar la relacién entre c-Abl y
sinucleina a, a ratones C57BL/6 macho se les inyect6 de forma estereotactica una m.i. de 1x10* de c-Abl, o sinucleina
a (o LacZ) lentiviricas bilateralmente en la SN. La expresion de sinucleina a lentivirica durante 6 semanas (Fig. 56A,
12 transferencia, 42 % por encima del nivel de LacZ, N=9) condujo a un aumento de c-Abl total (110 %) y c-Abl con la
tirosina 412 (T412) fosforilada (82 %) (Fig. 56A, p<0,05, N=9) en comparacion con la actina, indicando la activacion
de c-Abl. Los extractos estriatales de EP cadavéricos humanos también mostraron un aumento en c-Abl total (220 %)
y T412 (150 %) (Fig. 56B y C, N=9) en comparacion con los sujetos de control (N=7, p<0,02, prueba de la t bilateral).
En cambio, la expresion lentivirica de c-Abl en la SN de ratén durante 6 semanas condujo a un aumento (132 %) de
c-Abl total (Fig. 56D, p<0,05, N=9) y la fosforilacion de T412 (71 %) en comparacion con la actina y dio como resultado
niveles aumentados de sinucleina a monomeérica (51 %) y de alto peso molecular (30 %), confirmando aiun mas la
relacion entre c-Abl y la acumulacion de sinucleina a.

El Nilotinib es un inhibidor de segunda generacion de la tirosina cinasa (TKI, forma siglada de tyrosine kinase inhibitor)
c-Abl, anteriormente conocido como AMN107 (35-37). El analisis de espectroscopia de masas revel6 que la inyeccion
intraperitoneal (i.p.) de Nilotinib 10 o 20 mg/kg en ratones de tipo silvestre (N=5/punto de tiempo), condujo a la
deteccion de hasta 30 ng de Nilotinib por mg de tejido cerebral 3-4 después de la inyeccion (Fig. 56E). El nivel de
Nilotinib disminuy6 a 3,4 ng/mg 7-8 horas posinyeccion, lo que indica que Nilotinib entra al cerebro y se elimina en
unas pocas horas. A continuacion, se evalud la actividad de la caspasa-3 como una medida de la muerte celular 3
semanas posinyeccion con sinucleina a lentivirica seguida de 3 semanas de tratamiento con DMSO o Nilotinib (6
semanas en total). La inyeccion i.p. de Nilotinib 10 mg/kg o DMSO (30 pl) diariamente durante 6 semanas no dio como
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resultado ninguna diferencia en la actividad de caspasa-3 en los ratones a los que se les inyectod LacZ (Fig. 56F, N=32),
pero la expresion de sinucleina a lentivirica aumento la actividad de caspasa 3 (Fig. 56F, 740 %, p<0,05, N=14) y el
Nilotinib invirtié este aumento al 140 % de los niveles de LacZ (p<0,05, N=14). De manera similar, la inyeccion i.p. de
Nilotinib 10 mg/kg o DMSO (30 pl) diariamente durante 3 semanas en un modelo transgénico de 7-8 meses que alberga
la mutacion A53T de sinucleina a, mostré un aumento de la actividad de caspasa 3 (Fig. 56G, 670 %, 5 p<0,05, N=15)
y el Nilotinib invirtié este aumento al 101 % de los controles de tipo silvestre de la misma edad y sin Nilotinib (N=64).

La inhibicion de c-Abl a través de Nilotinib estimula la degradacion autofagica de sinucleina a. Todos los
animales se trataron diariamente con una inyeccion i.p. de Nilotinib 10 mg/kg o DMSO (ratones A53T) durante 3
semanas y los modelos lentiviricos se trataron con Nilotinib (0 DMSO) 3 semanas posinyeccion con sinucleina a
lentivirica o LacZ. La transferencia de Western (TW) mostré una disminucion significativa de c-Abl total (78 %) y c-Abl
fosforilada en T412 (52 %) en comparacion con la tubulina en las neuronas del mesencéfalo en ratones con sinucleina
a lentivirica tratados diariamente con Nilotinib 10 mg/kg en comparacion con DMSO. Los niveles de sinucleina a
humana aumentaron a 202 ng/ml en ratones con sinucleina a lentivirica tratados con DMSO, y el Nilotinib invirtio este
aumento a 31 ng/ml en comparacion con LacZ con y sin Nilotinib. El tratamiento con Nilotinib dio como resultado
niveles disminuidos de sinucleina a monomeérica (42 %) y de alto peso molecular en comparacion con el nivel de
actina. Se observo un aumento de varios marcadores moleculares de autofagia, incluido beclina 1 (62 %), Atg-5 (43 %)
y Atg-12 (58 %) en comparacion con la actina. Un analisis adicional de los marcadores autofagicos mostréd
disminuciones significativas de P62 (69 %) y LC3-Il en comparacién con LC3-1 (39 %) y MAP-2 (41 %) con tratamiento
con Nilotinib, lo que sugiere una eliminaciéon autofagica de la sinucleina a. De manera similar, la inyeccion i.p. de
Nilotinib diariamente durante 3 semanas en ratones A53T de 7-8 meses, que no expresan sinucleina a en la SN,
mostré una disminucion significativa de c-Abl total (64 %) y c-Abl fosforilada en T412 (70 %) en comparacion con MAP-
2 en extractos cerebrales totales, en comparacién con los ratones tratados con DMSO. Se observé un aumento del
nivel de c-Abl total (109 %) y T412 (76 %) en ratones A53T tratados con DMSO en comparacion con los controles de
la misma edad. Se observé un aumento significativo del nivel de LC3-Il en ratones A53T+DMSO en comparacion con
el control y LC3-Il desaparecio por completo en ratones A53T tratados con Nilotinib, sugiriendo eliminacién autofagica.
Los niveles de sinucleina a humana aumentaron a 785 ng/ml en ratones A53T tratados con DMSO, y el Nilotinib invirtio
este aumento a 467 ng/ml en comparacion con el control. El tratamiento con Nilotinib dio como resultado niveles
disminuidos de sinucleina a humana monomeérica (41 %) y de alto peso molecular en comparacion con el nivel de
actina. No se observaron diferencias en los niveles de beclina 1 y Atg5 entre los ratones A53T+DMSO vy el control de
tipo silvestre, pero se observd un aumento de Atg12 (24 %) en comparacion con la actina. Sin embargo, el Nilotinib
aumenté la beclina 1 (69 %) y la Atg-5 (29 %) en comparacién con el tratamiento con DMSO en ratones A53T.

Para determinar con mas detalle si la autofagia participa en la eliminacion de la sinucleina a, se transfectaron células
de neuroblastoma M17 humanas con 3 ug de lacZ, sinucleina a o con ARNhc de beclina 1 durante 24 h y luego se
tratd con Nilotinib 10 uM durante 24 horas mas. Se observo un aumento de sinucleina a (264 ng/ml) en las células
transfectadas con sinucleina a en comparacién con LacZ (Fig. 57H, p<0,05, N=12) tratadas con 1 pyl de DMSO. El
Nilotinib invirtié la sinucleina a a 35 ng/ml (p<0,05), pero el bloqueo de la expresién de beclina 1 con ARNhc atenud la
eliminacion de sinucleina a (150 ng/ml) con Nilotinib en comparacién con DMSO (251 ng/ml), lo que sugiere la
implicacion autofagica en la eliminacion de sinucleina a.

El Nilotinib elimina la sinucleina a y protege las neuronas de tirosina hidroxilasa (TH) de la SN. La tincién
inmunohistoquimica de cortes cerebrales de 20 um de grosor mostré expresion de sinucleina a humana en ratones a
los que se les inyecto sinucleina a lentivirica en la SN y tratados con DMSO (Fig. 57B) en comparacion con ratones
con LacZ+Nilotinib (0 DMSO) (Fig. 57A, N=12) y el Nilotinib condujo a una disminucion del 84 % (por estereologia) de
la sinucleina a humana (Fig. 57C, p<0,05, N=12) en neuronas de la SN. Se observé una disminucion significativa en
las neuronas TH+ (89 % por estereologia) en ratones con sinucleina a lentivirica+DMSO (Fig. 57E y H) en comparacién
con ratones con LacZ+Nilotinib (Fig. 57D y G), y el tratamiento con Nilotinib de ratones que expresan sinucleina a
invirtié la pérdida de neuronas TH+ al 82 % (Fig. 57F e |, por estereologia) del nivel de LacZ (p<0,05, N=12). El
recuento estereologico mostrd una disminucion similar (72 %) de células TH+ contratefidas con Nissl en sinucleina
a+DMSO (Fig. 57K) en comparacion con LacZ (Fig. 57J) y el 64 % de sinucleina a+Nilotinib (Fig. 57L, p< 0,05, N=12),
lo que sugiere que la sinucleina a provoca la muerte celular y no la regulaciéon a la baja de la TH. La microscopia
electronica de transmision de las neuronas de la SN mostré acumulacion de desechos citosdlicos (Fig. 58A) y vacuolas
autofagicas (AV) en los ratones que expresan sinucleina a lentivirica con tratamiento con DMSO. En estos animales
se observo acumulacion de AV citosdlicas que contenian desechos (Fig. 58C y E), sugiriendo acumulacion de
autofagosomas, compatible con el aumento de LC3-Il por TW. El tratamiento con Nilotinib condujo a la aparicion de
AV mas grandes que parecian proceder de la fusidon de multiples compartimentos autofagicos (Fig. 58B, D y F).

Nilotinib atenua los niveles de sinucleina a en ratones A53T. La tincion inmunohistoquimica de 7 cortes cerebrales
de 20 ym de grosor mostrd una expresion abundante de sinucleina a humana en el cuerpo estriado de ratones
transgénicos A53T de 6 a 8 meses de edad tratados con DMSO (Fig. 59A), el tronco encefalico (Fig. 59B), la corteza
(Fig. 59C) y el hipocampo (Fig. 59D). No se detectd tincion de sinucleina a en la SN de los ratones A53T. La inyeccién
i.p. de Nilotinib diariamente durante 3 semanas condujo a una disminucién estriatal (72 %) de la sinucleina a humana
(Fig. 59E), eliminé completamente la sinucleina a del tronco encefalico (Fig. 59F) y redujo la sinucleina a cortical (Fig.
59G, 71 %) y del hipocampo (Fig. 59H, 81 %) (p<0,05, N=7) en ratones transgénicos A53T.
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El Nilotinib aumenta el nivel de DA y mejora el rendimiento motor. Para evaluar los efectos de la sinucleinaa y el
Nilotinib en el metabolismo de la DA, se midieron mediante ELISA la DA y su metabolito acido homovanilico (HVA).
Se observé una disminucion significativa (p<0,05, N=8) de DA (62 %) y HVA (36 %) en los extractos de mesencéfalo
cerebral de los ratones con a-Sinucleina lentivirica+DMSO en comparacién con los ratones con LacZ con y sin
Nilotinib. Sin embargo, la inyeccion de Nilotinib invirtié significativamente (P<0,05, N=8) la pérdida de DA y HVA de
vuelta a los niveles de lacZ de control La expresion de sinucleina a lentivirica en la SN disminuy6 el rendimiento motor
en rotarod al 39 % de los controles de LacZ con y sin Nilotinib, pero el tratamiento con Nilotinib de ratones con
sinucleina a invirtié el rendimiento motor al 86 % del nivel de LacZ, lo que sugiere que la inversién de los niveles de
DA conduce a un rendimiento motor mejorado. No se observé pérdida de DA o HVA en ratones transgénicos A53T
tratados con DMSO en comparacion con el control de la misma edad con y sin Nilotinib, pero Nilotinib aumento
drasticamente los niveles de DA (174 %) y HVA (50 %) en los ratones A53T. No se observaron diferencias apreciables
en el rendimiento en el rotarod entre los ratones A53T de 6 a 8 meses de edad tratados con DMSO vy los controles de
tipo silvestre. Sin embargo, el Nilotinib aumenté el rendimiento motor en el rotarod (45 %) por encima de los niveles
de control, lo que sugiere hiperactividad en ratones A53T.

Ejemplo 5

La tirosina cinasa c-Abl se activa en trastornos neurodegenerativos, entre los que se incluye la enfermedad de
Alzheimer (EA). El Nilotinib es un inhibidor de c-Abl aprobado por la Administracién de Alimentos y Medicamentos
(FDA) de los Estados Unidos para el tratamiento de la leucemia en adultos. Estos estudios muestran que la activacion
de parkina mediada por Nilotinib estimuld la ruta de eliminaciéon autofagica, lo que conduce a la degradacion de
amiloide y a la mejora cognitiva de una manera dependiente de parkina. El Nilotinib no logré eliminar las vacuolas
autofagicas y las proteinas amiloides en ratones -/- para parkina, a pesar de un aumento de los niveles de beclina 1,
mientras que la atenuacién génica de beclina 1 atenud la eliminacion de AB, subrayando un papel indispensable para
la parkina endégena en la autofagia. Estos datos demostraron que la inhibicién de c-Abl mediada por Nilotinib es una
estrategia terapéutica para rescatar a las células de la toxicidad de la amiloide intraneuronal y prevenir tanto el depdsito
de placas como la progresion del deterioro cognitivo leve a EA.

Tejidos cerebrales humanos cadavéricos. Las muestras cadavéricas humanas se obtuvieron del banco de cerebros
de la Universidad John's Hopkins. La descripcion de los pacientes y la preparacion de las muestras se resumen en el
Ejemplo 1. Los datos se analizaron como mediatdesviacion tipica, usando la prueba de la t bilateral (P <0,05).

Inyeccion estereotactica. Las construcciones lentiviricas que codifican LacZ o AB+142 se inyectaron de forma
estereotactica a una multiplicidad de infeccion (m.i.) de 1x106, bilateralmente en el hipocampo CA1 de C57BL/6 o de
-/- para parkina de 1 afio de edad. Se suministré un total de 6 pl de concentrados de lentivirus a una velocidad de 0,2
pl/min y todos los procedimientos fueron aprobados por el Comité de Uso y Cuidado de Animales de la Universidad
de Georgetown (GUACUC).

Tratamiento con nilotinib. Se disolvio Nilotinib en DMSO vy se inyectd por via intraperitoneal (i.p.) un volumen total
de 30 pl una vez al dia durante 3 semanas. La mitad de los animales recibieron DMSO vy la otra mitad Nilotinib en
DMSO.

Anadlisis de transferencia de Western. Los tejidos cerebrales se homogeneizaron en tampon STEN 1x, se centrifugd
a 10.000 x g durante 20 min a 40C, y se recolectaron los sobrenadantes que contenian la fraccion soluble de proteinas.
El sedimento se resuspendié en urea 4 M o acido formico al 30 % y se ajusté a pH 7 con NaOH 1 N, y se centrifugé a
10.000 x g durante 20 min a 4 °C, y se recogio el sobrenadante que contenia la fraccién insoluble. La parkina total se
sometid a inmunoexploracion con anticuerpo PRK8 (1:1000). Anticuerpos policlonales de conejo anti-beclina 1
(1:1000), gen similar a la autofagia (Atg)-5 (1:1000), Atg12 (1: 1000) y LC3-B (1: 1000) se usaron para sondear
proteinas de autofagia usando el kit de muestreo de anticuerpos 4445 (Cell Signaling, Inc). Se utilizaron policlonal anti-
LC3 de conejo (Pierce) (1:1000) y policlonal anti-actina de conejo (Thermo Scientific) (1:1000). Se utilizaron policlonal
de conejo para tubulina (1:1000) (Thermo Scientific) y anti-ubiquitina monoclonal de raton (1:500) (Santa Cruz
Biotechnology). Map 2 se exploré con anticuerpo monoclonal de raton (1:1000) (Pierce).

Inmunohistoquimica. La inmunohistoquimica se realiz6 en cortes cerebrales corticales fijados con paraformaldehido
(PFA) al 4 % de 20 micrometros de grosor. AR1-42 se explord con anticuerpo anti-AB1-42 especifico policlonal de
conejo (Zymed) (1:200) que reconoce los a.a. 1-42, y anticuerpo monoclonal de raton (4G8) (1:200) que reconoce los
aminoacidos 17-24 (Covance), y se contratifio con DAPI. La parkina se inmunoexploré con anticuerpo anti-parkina de
ratén (PRK8) (1:200), que reconoce los aminoacidos 399-465 (Signet Labs, Dedham, MA) y anticuerpo policlonal de
conejo anti-parkina (AB5112) (1:200), que reconoce los aminoacidos 305-622 (Millipore), y se contratifié con DAPI. Se
utilizé el anticuerpo monoclonal de raton (6E10) (1:100) con DAB (Covance) y se llevé a cabo tioflavina-S de acuerdo
con las instrucciones del fabricante (Sigma).

Métodos estereoldgicos. Los métodos estereoldgicos los aplicd un investigador que no estaba familiarizado con el
estudio mediante un analisis estereoldgico no sesgado (Stereologer, Systems Planning and Analysis, Chester, MD)
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como se describe en (20,36).

ELISA. Se realizaron un ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA) de AB y p-Tau utilizando ELISA
especificos de p-Tau, AB1-40 y AB142Y la actividad de caspasa 3 de acuerdo con el protocolo del fabricante.

Microscopia electronica de transmision. Se fijé tejido cerebral en solucion de paraformaldehido-acido picrico al 4 %
(1:4, v:v) y glutaraldehido al 25 % y se analizé por un investigador no familiarizado con el estudio, como se describe
en (20,36).

Cultivo y transfeccion celular. Se cultivaron células de neuroblastoma humano M17 o B35 de rata en placas de 24
pocillos (Falcon). Se realiz6 una transfeccion transitoria con 3 ug de ADNc de AB+.42, 0 3 ug de ADNc de LacZ durante
24 horas. Las células se trataron con Nilotinib 10 yM durante 24 horas. Las células se recogieron 48 horas después
de la transfeccion. Las células se recogieron una vez con tampon STEN y se centrifugaron a 10.000xg durante 20 min
a 4 °Cy se recolecté el sobrenadante.

ELISA de parkina. Se realizé ELISA en lisados cerebrales solubles (en tampén STEN) o lisados cerebrales insolubles
(urea 4 M) de cerebro utilizando un kit de parkina especifico de raton (MYBioSource) en 50 ul (1 pg/ul) de lisados
cerebrales detectados con 50 ul de anticuerpo primario para parkina (3 h) y 100 ul de anticuerpo anti-conejo (30 min)
a TA. Los extractos se incubaron con cromogeno estabilizado durante 30 minutos a TA y la solucién se detuvo y se
leyé a 450 nm, de acuerdo con el protocolo del fabricante.

Actividad de ubiquitina ligasa E3 parkina. Para determinar la actividad de ligasa E3 parkina, se utilizé el kit E3LITE
Customizable Ubiquitin Ligase Kit (Life Sensors, UC n.° 101), que mide los mecanismos de actividad de E1-E2-E3 en
presencia de distintas cadenas de ubiquitina. Para medir la actividad de la parkina en presencia o ausencia de
sustratos, se inmunoprecipito la parkina (1:100) con anticuerpos PRK8. UbcH7 se us6é como una E2 que proporciona
la maxima actividad con la ligasa E3 parkina y se afiadié E1y E2 en presencia de ubiquitina recombinante, incluyendo
el tipo silvestre o no mutante para lisina (K0), o K48 o0 K63 para determinar el tipo de ubiquitina enlazada en lisina. E3
se afadid como parkina IP a una microplaca de ELISA que captura las cadenas de poliubiquitina formadas en la
reaccion dependiente de E3, que se inicio con ATP a temperatura ambiente durante 60 minutos. Controles incluidos,
E1-E2-E3 y un control de cadena de poliubiquitina ademas de E1, E2 y AB142 sin parkina y tampon de ensayo para
lectura de fondo. Las placas se lavaron 3 veces y se incubaron con estreptavidina-HRP durante 5 minutos y se leyeron
en un lector de placas de quimioluminiscencia.

Ensayo de actividad del proteasoma 20S. Se incubaron 100 ug de extractos cerebrales con 250 uM del sustrato
fluorescente especifico de proteasoma 20S Succinil-LLVY-AMC a 37 °C durante 2 h. Se descart6 el medio y se midié
la actividad del proteasoma en los homogeneizados de tejido.

Laberinto acuatico de Morris. Todos los animales se preentrenaron (intentos) para nadar durante 90 segundos en
un laberinto de agua que contenia una plataforma sumergida en agua (invisible) durante 4 dias consecutivos una vez
al dia. Los intentos de preentrenamiento "ensefian” a los animales nadadores que, para "escapar", deben encontrar la
plataforma oculta y permanecer en ella. La "prueba" del laberinto de agua se realizé el dia 5, (40), cuando se quito la
plataforma y los ratones tienen que nadar para encontrarla, evaluando asi la adquisicion y la retencion. Todos los
parametros, incluyendo la distancia recorrida para alcanzar la plataforma, la velocidad para llegar a la plataforma, la
latencia o el tiempo empleado sobre la plataforma, y la entrada en la plataforma, se registraron digitalmente en un
ordenador y un investigador no familiarizado con el estudio los analizé.

Reconocimiento de objetos novedosos (RON). Los ratones se colocaron individualmente en una camara de prueba
de 22 x 32 x 30 cm durante un intervalo de habituacién de 5 min y se devolvieron a sus jaulas de origen. Treinta
minutos después, los ratones se colocaron en la camara de prueba durante 10 minutos con dos objetos idénticos
(sesion de adquisicion), luego regresaron a sus jaulas de origen y 90 mas tarde se colocaron nuevamente en la camara
de prueba en presencia de uno de los objetos originales y un objeto novedoso del mismo tamafio pero de distinto color
y forma (sesion de reconocimiento). Las sesiones se grabaron en video. El tiempo empleado en explorar los objetos
fue puntuado por un observador no familiarizado con el estudio. El indice de reconocimiento se calculé como (tiempo
de exploracion de uno de los objetos/tiempo de exploracién de ambos objetos) x 100 para la sesidén de adquisicion, y
(tiempo de exploracion de un objeto nuevo/tiempo de exploracion de objetos familiares y novedosos) x 100 para la
sesion de reconocimiento. Los calculos estadisticos para estimar las diferencias entre sesiones se realizaron con una
prueba de la t por pares.

El Nilotinib activa la parkina e induce la eliminacion autofagica de una manera dependiente de beclina 1. Para
probar los efectos del Nilotinib sobre los mecanismos autofagicos, se transfectaron células de neuroblastoma M17
humanas o B35 de rata con 3 ug de ADNc de AB142 humana (o LacZ) durante 24 horas, y luego se trataron estas
células con varias concentraciones (1 nM, 100 nM, 1 uM y 10 uM) de Nilotinib durante 24 horas. No se detecté muerte
celular (mediante MTT, bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio) en las células con LacZ tratadas con
DMSO o Nilotinib (Fig. 60A). Las células que expresaban AB1.42 tenian un nivel significativo de muerte celular (62 %,
p<0,05, N=12), que se invirti6 al 83 % del nivel del control por Nilotinib (Fig. 60A, N=12), lo que sugiere efectos
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protectores del Nilotinib contra la toxicidad de AB142. Los niveles de parkina se midieron mediante ELISA usando
extractos cerebrales de -/- para parkina como control de especificidad (Fig. 66A). Se observé un aumento no
significativo (17 %) de parkina con Nilotinib 10 uM, pero se alcanzé un aumento significativo (24 %, Fig. 78A, N=12,
p<0,05) en los extractos tratados con AB+.42+Nilotinib, lo que sugiere que al parkina aumenta en respuesta al estrés
por AB142. Para determinar si el aumento de parkina esta asociado con la actividad de proteasoma, se usé el ensayo
de tipo quimotripsina con el inhibidor del proteasoma 20S lactacistina como control de especificidad (Fig. 60B). El
Nilotinib no afecté a la actividad del proteasoma en células con LacZ (Fig. 60B). La actividad del proteasoma aumento
(43 %, p<0,05, N=12) en las células con AB142, un efecto que se invirti6 mediante el tratamiento con Nilotinib. Se
midieron los niveles de AB142 soluble (tampon STEN), insoluble (acido formico al 30 %) y en medio de cultivo celular
tras el tratamiento con Nilotinib. El nivel de AB1.42 secretada fue (6 veces) mayor que las células con LacZ; y el Nilotinib
disminuyo esto en el 24 % (Fig. 60C, p<0,05, N=12). El Nilotinib invirtié6 por completo el aumento de 2 veces de AB1.42
soluble y de 3,5 veces de la insoluble.

La parkina lentivirica inyectada en ratones con EA aumenta los niveles de beclina 1 y la eliminacion autofagica
de AB. El bloqueo de la expresion de beclina 1 usando ARNhc (Fig. 60D, transferencia de la parte superior) dio como
resultado un aumento significativo (Fig. 60D, 28 %, N=12) de la parkina inducida por Nilotinib. Los niveles de AB+.42 no
se vieron afectados en los medios con el tratamiento con Nilotinib en comparacion con las células que expresaban
AB1.42, y fueron significativamente mas altos que AB142 +Nilotinib (Fig. 60C). AB+1.42 soluble e insoluble disminuyeron
parcialmente (42 % y 21 %, respectivamente) en comparacion con las células transfectadas con AB142, pero
permanecieron 2 veces mas altos en comparacion con AB+.42 +Nilotinib (Fig. 60C, p<0,05, N=12), lo que indica que se
precisa beclina 1 para completar la eliminacion de AB1.42. AB142 secretada (medio) puede haberse acumulado en las
primeras 24 horas después de la transfeccion, antes del tratamiento con Nilotinib. Para verificar si la autofagia esta
implicada en la eliminaciéon de AB1.42, se examinaron los niveles de LC3 (proteina de cadena ligera 3) (Fig. 60D) y se
detectd LC3-1l con expresion de AB1.42 sola, o con ARNhc de beclina 1+Nilotinib (N=12), lo que indica la formacién de
autofagosomas, pero LC3-Il desaparecié por completo con Nilotinib, lo que sugiere eliminacion autofagica (Fig. 60D).
Para determinar los efectos de Nilotinib sobe la funcion de la parkina, se inmunoprecipité parkina (E3) y se afiadié E1,
E2 (UbcH7) y ubiquitina de tipo silvestre que contenia las siete lisinas o la ubiquitina mutante sin lisina (KO). El Nilotinib
(24 horas) aumenté significativamente la autopoliubiquitinacion de parkina en comparacion con DMSO vy los controles
de especificidad (Fig. 60E, 170 %, N=5, P<0,05), incluyendo E1-E2-E3 recombinante (positivo) o KO (negativo) (Fig.
60E), lo que sugiere que el Nilotinib aumenta la actividad de la ubiquitina ligasa E3 parkina.

Nilotinib cruza la barrera hematoencefalica. Para determinar si Nilotinib cruza la barrera hematoencefélica, se
inyectaron por via intraperitoneal (i.p.) a ratones C57BL/6 de 2 meses de edad, Nilotinib 10 mg/kg, 20 mg/kg o 50
mg/kg (30 pyl en DMSO) y los animales se sacrificaron 4-6 horas después de la inyeccion. El analisis de espectroscopia
de masas de los lisados cerebrales totales mostré hasta 30 ng/ml de Nilotinib en el cerebro con 10 mg/kg. El tratamiento
con Nilotinib (N=35) diariamente durante 9 dias consecutivos disminuyo significativamente (44 %) los niveles totales
de c-Abl y T412 (50 %), lo que sugiere la inhibicién de c-Abl. Este tratamiento con Nilotinib 10 mg/kg disminuyo la
fosforilacion de pantirosinas, aumenté (29 %, p<0,05, N=35) la parkina y disminuyé la mancha de proteinas
ubiquitinadas.

Para determinar los efectos de Nilotinib sobre la muerte neuronal, se inyectd estereotacticamente AB142 lentivirica a
una m.i. de 1x108 de forma bilateral en el hipocampo de ratones C57BL/6 (tipo silvestre) o -/- para parkina de 1 afio
de edad y 3 semanas mas tarde se inyectaron 10 mg/kg una vez al dia durante 3 semanas adicionales. No se
observaron diferencias en la activacion de caspasa 3 entre los ratones de tipo silvestre tratados con DMSO y con
Nilotinib (Fig. 60F, N=64); sin embargo, se observo un aumento significativo (165 %) de la activacién de la caspasa 3
en ratones con ABi42 lentivirica de la misma edad (Fig. 60F, p<0,05, N=35), mientras que el Nilotinib invirtid
significativamente (45 % por encima del control) los efectos de AB+1.42. De manera similar, no se observaron diferencias
en la activacion de la caspasa 3 entre los ratones -/- para parkina tratados con Nilotinib y DMSO (Fig. 60F, N=16),
pero se observd un aumento significativo en los ratones con AB142 lentivirica con (165 %) o sin (180 %) Nilotinib
(P<0,05, N=19), lo que sugiere que el Nilotinib depende de la parkina para proteger frente a AB142.

La eliminacién por Nilotinib del amiloide cerebral se asocia con la activaciéon de la parkina. Para determinar si
el Nilotinib afecta el nivel de AB in vivo, ratones transgénicos con EA de 8-12 meses de edad que expresan el gen
APP humano procedente de neuronas, isoforma 770, que contiene las mutaciones las mutaciones K670N/M671L
sueca, E693Q holandesa y D694N de lowa (Tg-APP) bajo el control del promotor del antigeno de timocitos de ratén
1, theta, Thy1, se trataron (inyeccién i.p. de 10 mg/kg) durante 3 semanas. Estos ratones expresaron niveles
significativamente mas altos de AB142 soluble (156 ng/ml) e insoluble (173 ng/ml) en comparacion con el control de 1
afno de edad con y sin Nilotinib (Fig. 61A, p<0,05, N=9) mientras que el Nilotinib redujo en gran medida a AB 1.2 soluble
(35 ng/ml, lo que permanecio significativamente mas alto que el control) e invirtid el aumento de AB142 insoluble.
También se detectaron aumentos significativos de AB1-40 soluble (281 ng/ml) e insoluble (250 ng/ml) en ratones Tg-
APP en comparacion con el control de 1 afio de edad (Fig. 61B, p<0,05, N=9), y se invirtieron mediante Nilotinib. p-
Tau también aumento en ser 396 (109 ng/ml) y AT8 (288 ng/ml) en comparacion con el control de 1 afio de edad (Fig.
61C, p<0,05, N=9). Nilotinib redujo significativamente pero no invirtié por completo estos aumentos.

Nilotinib anula la alteracion de la solubilidad de la parkina en ratones con EA. Para determinar si el nivel de
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parkina se ve afectado en los modelos de EA, se midi6 el nivel de parkina en ratones Tg-APP tanto en la fraccién
soluble (STEN) como en la insoluble (urea 4 M). Se usaron lisados cerebrales de ratones -/- para parkina como
controles de especificidad. No se detectaron cambios en la parkina soluble o insoluble en los ratones de control con y
sin Nilotinib (Fig. 61D, N=9). Sin embargo, el Nilotinib aumento significativamente el nivel de parkina soluble de 64
ng/ml en Tg-APP+DMSO a 119 ng/ml (Fig. 61D, N=11, p<0,05), mientras que disminuy¢ significativamente el nivel de
parkina insoluble de 54 ng/ml a 31 ng/ml en los ratones tratados con Nilotinib (Fig. 61D, p<0,05, N=11). Estos datos
sugieren niveles aumentados de parkina insoluble en los Tg-APP. La transferencia de Western reveld niveles
aumentados de c-Abl total (51 %) y T412 (64 %) en los Tg-APP en comparacién con el control (Fig. 61E, p<0,05,
N=11), mientras que el Nilotinib volvié a invertir estos aumentos (Fig. 61E, p<0,05, N=11). La inhibicion de c-Abl con
Nilotinib redujo el nivel de los CTF (44 %, p<0,05, N=11) con respecto a MAP-2.

La activacion de c-Abl se asocia con un nivel disminuido de parkina en la corteza de EA cadavérica. Se examino
si c-Abl esta alterada en la corteza de EA cadavérica humana (EA N=12 y 7 de control). Se detectaron niveles
significativamente aumentados (90 %) de c-Abl total (Fig. 61F) y T412 (184 %) en cerebros de EA (Fig. 61F). La
relacion de p-cAbl respecto al total de c-Abl (Fig. 61G) también aumentoé (102 %). Por lo contrario, la parkina se redujo
(70 %) en la corteza de EA (Fig. 61F y G) en comparacion con la actina. La insolubilidad de la parkina puede estar
asociada con la pérdida de la funcion de la ligasa E3, por lo que se determind si la parkina endégena puede participar
en la eliminacion de AB142. Se observaron aumentos significativos (p<0,05, N=12) de AB142 soluble (180 ng/ml) e
insoluble (209 ng/ml) en ratones con ABi42 lentivirica de tipo silvestre (Fig. 61H), pero el Nilotinib invirtié
completamente a AB142 de vuelta al nivel de control. AB+.42 lentivirica en ratones -/- para parkina (Fig. 61H) aumenté
significativamente a AB1.42 soluble (241 ng/ml) e insoluble (246 ng/ml) en comparacion con AB1.42 lentivirica en ratones
de tipo silvestre (N=12). De manera interesante, el Nilotinib no logré eliminar a AB1.42 soluble (297 ng/ml) e insoluble
(274 mg/ml) en ratones -/- para parkina, lo que sugiere que se precisa parkina endégena para la eliminacion de AB1.
42. De manera similar, el Nilotinib disminuy6 p-Tau ser 396 (Fig. 611) en ratones de tipo silvestre (68 ng/ml) en
comparacion con la expresion de AB142 (124 ng/ml) mientras que p-Tau aumentd (264 ng/ml) en ratones -/- para
parkina y el Nilotinib no redujo el nivel de p-Tau (189 ng/ml) (Fig. 611, p<0,05, N=11).

Nilotinib estimula la eliminacién autofagica de amiloide de una manera dependiente de parkina. La transferencia
de Western (TW) de lisados cerebrales totales en ratones de tipo silvestre de 1 afio de edad a los que se les inyectd
AB1.42 lentivirica mostré una disminucion significativa de c-Abl total (55 %) y T412 (45 %) después del tratamiento con
Nilotinib 10 mg/kg diariamente durante 3 semanas (Fig. 62A, p<0,05, N=9). Se observé una disminucion significativa
(38 %) de LC3-B y la desapariciéon de LC3-I1 (lo que indica acumulacion de autofagosomas) en ratones tratados con
Nilotinib en comparacion con DMSO (Fig. 62A, p<0,05, N=9). No se detectaron cambios en el marcador neuronal MAP-
2 (control de carga). Un aumento significativo del nivel de parkina (62 %) se asocié con un aumento similar en beclina
1 (53 %) y otros marcadores moleculares de autofagia, incluyendo Atg5 (34 %) y Atg12 (41 %) con respecto a la
tubulina (Fig. 62B, p<0,05, N=9), compatible con la hipétesis de que la inhibicidon de c-Abl puede participar en la
eliminacion autofagica a través de la actividad aumentada de la parkina. El tratamiento con Nilotinib de ratones con
AB1.42 también aumento la parkina, disminuy6 los marcadores autofagicos LC3-B y LC3-11 (Fig. 62C, p<0,05, N=12)
y aumento beclina 1 (53 %) y Atg5 (62 %) en comparaciéon con DMSO (p<0,05). La Tau total no se vio afectada en
ratones Tg-APP entre los grupos de DMSO vy Nilotinib (Fig. 62D, N=12). Se observé una disminucion significativa de
AT8 (71 %), AT180 (34 %) y Ser 396 (64 %) sin cambios en p-Tau Ser 262 en comparacién con actina (Fig. 62D,
P<0,05) en los ratones AB1.4. tratados con Nilotinib.

Los efectos del Nilotinib también se examinaron en ratones de tipo silvestre y -/- para parkina tratados con AB1.42
lentivirica (Fig. 62E y F). De manera interesante, los ratones -/- para parkina tenian niveles significativamente mas
altos de marcadores autofagicos, incluyendo beclina 1 (Fig. 62E, 120 %, N=9) en comparaciéon con el control. El
Nilotinib no elimind LC3-11 en ratones -/- para parkina y no se observaron diferencias en LC3-A entre los ratones -/-
para parkina y los de control (Fig. 62E). Se observaron aumentos significativos de Atg12 (Fig. 62F, 64 %) y Atg5 (Fig.
62F, 74 %) en -/- para parkina en comparacion con el control y los niveles de estos marcadores tampoco cambiaron
en respuesta al Nilotinib. Estos datos indican que, a pesar del aumento compensatorio de los marcadores autofagicos,
el Nilotinib no puede eliminar autofagosomas en ratones -/- para parkina, lo que sugiere ademas que la parkina es
esencial para la maduracion de los autofagosomas.

El Nilotinib aumenta el nivel de parkina y disminuye la carga de placas en ratones Tg-APP. La tincion de cortes
cerebrales de 20 um muestra la formacién de placas dentro de diversas regiones cerebrales en ratones Tg-APP
tratados con DMSO (Fig. 63A-D, que representa distintos animales), aunque la tincién de las placas desaparecio en
el grupo de Nilotinib después de 3 semanas de tratamiento (Fig. 63E-H). Estos resultados se confirmaron mediante
tincion con tioflavina-S (Fig. 67). A mayor aumento se muestra la parkina endégena asociada con los Tg-APP (Fig.
63l) y el depésito de placas (Fig. 631 y K) en el hipocampo. El Nilotinib aumenta la parkina enddgena (Fig. 63L) y da
como resultado la desaparicion de las placas (Fig. 63M y N). Usando distintos anticuerpos para parkina para mostrar
la parkina (Fig. 630) y la placa (Fig. 63P y Q), el Nilotinib aumenté los niveles de parkina (Fig. 63R) y disolvio las placas
(Fig. 63S y T). Para determinar si la parkina se dirige a AR intracelular para disminuir la carga de placas extracelulares,
se usO inyeccion lentivirica para mostrar a AB142 intracelular dentro del hipocampo (Fig. 63U, el recuadro de detalle
es un mayor aumento) y la eliminacion por Nilotinib de AB142intracelular (Fig. 63V, el recuadro de detalle es mayor
aumento). La inyeccion lentivirica en el hipocampo condujo a la expresion de AB+.42 intracelular en toda la corteza (Fig.
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63W, el recuadro de detalle es un mayor aumento) y, de nuevo, el Nilotinib eliminé la acumulacion de AB142 (Fig. 63X,
el recuadro de detalle es un mayor aumento). Las imagenes de menor aumento muestran la formacion de placas en
ratones que expresan AB142 6 semanas posinyeccion (Fig. 64A-C). El Nilotinib (diariamente durante 3 semanas)
elimina la formacién de placas en los ratones de tipo silvestre con AB+.42 (Fig. 64D-F). La expresion de AB142 en ratones
-/- para parkina mostré mas formacioén de placas (Fig. 64G-I) y el Nilotinib no redujo la carga de placas en estos ratones
(Fig. 64J-L). La cuantificacion del tamafio de placas usando Imagen J para delinear los limites alrededor de las placas
individuales (N=15-25 placas, 2 placas por animal) (Fig. 68A-D) mostré un tamafo de placa promedio de alrededor de
48 um (Fig. 68A e I, N=12) en ratones de tipo silvestre con AB142, mientras que el Nilotinib redujo el tamafio de placas
a5 um (Fig. 68B e |, p<0,05,). Por lo contrario, el tamafio de placas fue mayor en los ratones -/- para parkina (Fig. 68C
e |, 85 um, N=6) y el Nilotinib no redujo el tamafio de placas (Fig. 68D y I, 79 um). El recuento estereoldgico de células
positivas para AB-42 mostré una tincién significativamente reducida (N=5200 células) en los ratones tratados con
Nilotinib (Fig. 68F y J) en comparacién con los ratones de tipo silvestre que expresan AB142 tratados con DMSO (Fig.
68E y J, p<0,05). Sin embargo, los ratones -/- para parkina tenian significativamente menos células positivas para AB1-
42 (Fig. 68G y J, N=14566) y el Nilotinib no altero la tincién intracelular (Fig. 68H y J, N=13250), lo que plantea la
posibilidad de que la parkina enddgena pueda modificar a AB142 intracelular, conduciendo a la degradacién
intraneuronal, limitando asi su secrecion.

La parkina participa en la ubiquitinacion enlazada en K63 de AB142. Para determinar si la parkina participa en
algun enlace especifico a poliubiquitina de AB142 que facilite su degradacion, se inmunoprecipitd parkina y se utilizé
AB1.42 sintética como sustrato. Se usé un coctel de E1-E2-E3 recombinante y cadenas de poliubiquitina como controles
positivos (Fig. 68K). No se detectd actividad con ubiquitina nula para lisina (KO0), y la actividad de parkina no se alter6
significativamente con el mutante de ubiquitina de K48. Sin embargo, las sefiales de poliubiquitina aumentaron
significativamente (89 %) en presencia de AB142 en comparacion con parkina sola (Fig. 68K, p<0,05, N=6) con
ubiquitina K63, lo que sugiere que la parkina estimula la poliubiquitinaciéon enlazada en K63 de AB1.42. Las sefiales de
poliubiquitina también fueron significativamente mas altas con la ubiquitina de tipo silvestre en presencia de AB142
(43 %).

Deterioro de la eliminacién autofagica en ausencia de parkina. La microscopia electrénica de transmision revelo
(N=6 animales por tratamiento) defectos autofagicos en los ratones que expresaban ABi42 lentivirica, lo que se
manifiesta en la aparicion de neuronas distroficas en el hipocampo (Fig. 64M), la acumulacién de vacuolas no digeridas
en la corteza (Fig. 64N) y el agrandamiento de los lisosomas del hipocampo (Fig. 640), lo que sugiere deficiencias en
la degradacion proteolitica. El Nilotinib invirtié estos efectos en el hipocampo (Fig. 64P y R), donde no se detectaron
neuronas distroficas ni agrandamiento lisosémico, y contribuyé a la eliminacion cortical de las vacuolas (Fig. 64Q). Por
lo contrario, el Nilotinib no logré eliminar las neuronas distroficas en el hipocampo de los ratones -/- para parkina (Fig.
64S y V) y no pudo eliminar las vacuolas en la corteza y el hipocampo (Fig. 64T-X).

El Nilotinib mejora el rendimiento cognitivo de forma dependiente de parkina. La prueba del laberinto acuatico
de Morris se realizé después de 4 dias de ensayos de entrenamiento en los que la plataforma se colocé en la esquina
SE y los ratones se colocaron inicialmente en la esquina NO del depdsito. Los ratones a los que se le inyectd AB1.42
(+DMSOQO) emplearon mas tiempo (24 %) en el cuadrante NO en comparacion con el control (LacZ +Nilo) (Fig. 65A,
N=14), mientras que Nilotinib invirti¢ el tiempo (en segundos) pasado en el NO de nuevo al nivel observado en los
ratones de control. Los ratones AB+.42 -/- para parkina (N=7) con y sin Nilotinib permanecieron significativamente mas
en el cuadrante NO (Fig. 65A). Los de tipo silvestre y -/- para parkina que expresaban ABi42 emplearon
significativamente menos tiempo en el SE (Fig. 65A, 47 %, p<0,05) en comparacion con el control, pero el Nilotinib
mejoro significativamente el tiempo pasado en el SE en el tipo silvestre pero no en los -/- para parkina en comparacion
con el control (26 %) y DMSO (61 %). Un grafico cromatico para cada grupo mostré que los controles aprendieron
rapidamente a encontrar el area de la plataforma (SE), y los animales con AB142 (DMSO) emplearon mas tiempo
deambulando, mientras que con Nilotinib mejoré la busqueda de la plataforma. Por lo contrario, los -/- para parkina +
Nilotinib vagaron sin rumbo fijo en el laberinto. Los animales con AB142 ingresaron el SE (entrada en la plataforma,
barras claras) menos (Fig. 77B, 37 %) que el control, pero el Nilotinib invirtié el nimero de entradas de nuevo al control,
mientras que los -/- para parkina entraron significativamente menos (34%, P<0,05, N=7), lo que sugiere que el Nilotinib
potencio la memoria de manera dependiente de parkina. Sin embargo, la distancia recorrida (Fig. 77B, barras traseras)
por los de -/- para parkina con AB142 = Nilotinib disminuyd significativamente (80 % y 75 %, respectivamente) en
comparacion con el control y el tipo silvestre (P<0,05).

Estos experimentos se repitieron en ratones Tg-APP de 1 afo y el control de la misma edad (C57BL/6). Los ratones
Tg-APP (+DMSQ) permanecieron menos (24 %) en el NO (Fig. 77C, 28 %, N=12) y emplearon significativamente
menos tiempo en el SE (Fig. 77C, 28 %, p<0,05). El tratamiento con Nilotinib (10 mg/kg diariamente durante 3
semanas) invirtié significativamente el tiempo empleado en el SE de regreso al nivel de control. Un grafico cromatico
para cada grupo muestra que los Tg-APP encontré6 mejor la plataforma con Nilotinib (Fig. 77C) y que los Tg-
APP+Nilotinib entr6 en el SE (entrada a la plataforma, barras blancas) significativamente mas veces que los ratones
de control (Fig. 77D, 30 % mayor que el control), mientras que los Tg-APP+DMSO lo hicieron significativamente peor
que el control (Fig. 77D, 25 %). La distancia recorrida (Fig. 77D, barras negras) también se redujo significativamente
en DMSO (86 %) en comparacién con los ratones Tg-APP tratados con Nilotinib, que tenian valores un 30 % por
encima de los niveles de control (Fig. 77D, P<0,05, N=12). También se probé el reconocimiento de objetos nuevos y
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se demostro que los Tg-APP+Nilotinib se desempefiaron significativamente mejor en la busqueda de nuevos objetos
(Fig. 77E, 31 %, p<0,001, N=17) que los ratones con DMSO, mientras que los ratones -/- para parkina con AB1.42 no
aprendieron con ni sin Nilotinib (Fig. 77E, N=5).

Ejemplo 6

Estos estudios demuestran que la parkina ubiquitina a TDP-43 y facilita su acumulacién citosdlica a través de un
complejo multiproteico con HDACSG.

Procedimientos experimentales.

Inyeccién estereotactica- Se realizé cirugia estereotactica para inyectar las construcciones lentiviricas (Lv) que
codifican LacZ, parkina y/o TDP-43 en la corteza motora primaria de ratas Sprague-Dawley macho de dos meses de
edad que pesaban entre 170-220 g. A los animales se les inyecté en el lado izquierdo de la corteza motora una m.i.
de 2x10° de Lv-LacZ y en el lado derecho una m.i. de 1x10° de Lv-parkina + una m.i. de 1 x10° de Lv-LacZ; o una m.i.
de 1x10° Lv-TDP-43 + una m.i. de 1 x10° de Lv-LacZ; o una m.i de 1x10° de Lv-parkina + una m.i. de 1 x10° de Lv-
TDP-43. Todos los animales se sacrificaron dos semanas posinyeccion y se comparo la corteza izquierda con la
corteza derecha. Se utilizé un total de 8 animales de cada tratamiento (32 animales) para la TW, ELISA e
inmunoprecipitacion, y 8 animales de cada tratamiento (32 animales) para inmunohistoquimica. Se utilizé un total de
N=64 animales. Se usaron ratones hemicigéticos transgénicos que portaban la TDP-43 humana con la mutacion
A315T bajo el control de un promotor pridnico y controles de ratones C57BL6/J. La colonia se obtuvo de Jackson
Laboratory Repository (JAX N.° de reserva 010700) y presentd una vida util considerablemente mas corta que los
informes anteriores, con casi el 90 % de todas las crias, incluyendo machos y hembras, manifestando sintomas
motores alrededor de los 21-30 dias. Se criaron ratones hemicigéticos a través del apareamiento de hemicigotos con
C57BL/6 de tipo silvestre no portador, y después del genotipado, la mitad se identificaron como transgénicos y la otra
mitad era un control no transgénico. Todos los ratones utilizados son de la generacion F1 del apareamiento directo
entre ratones hemicigéticos y C57BL/6. Estos estudios fueron aprobados y realizados de acuerdo con el Comité de
Uso y Cuidado de Animales de la Universidad de Georgetown (GUACAC).

Cultivo y transfeccion celular. Se cultivaron células M17 de neuroblastoma humanas (densidad de siembra de 2 x 10°
células) en placas de 24 pocillos (Falcon) hasta una confluencia del 70 % en medio Eagle modificado por Dulbecco
(DMEM; Invitrogen) mas el 10 % (v/v) de suero fetal bovino inactivado por calor (Invitrogen), penicilina/estreptomicina
y L-glutamina 2 mM a 37 °C y CO2 al 5 %, se lavé dos veces en solucién salina tamponada con fosfato (PBS). La
transfeccion transitoria se realizé con 3 ug de ADNc de parkina o 3 ug de ADNc de TDP-43 o 3 ug de ADNc de LacZ.
Las células se trataron con tubacina 5 uM durante 24 horas y se tifieron con DAPI en placas de 12 pocillos. Las células
se recogieron 24 horas después de la transfeccion. La transfeccion se realizé en DMEM sin suero utilizando
Lipofectamine 2000 (Invitrogen) de acuerdo con el protocolo del fabricante. Las células se recogieron de una vez con
tampodn de lisis (Tris 20 mM (pH 7,5), NaCl 150 mM, acido etilendiaminotetraacético 1 mM, acido etilenglicoltetraacético
(EGTA) 1 mM, Triton X-100 al 1 %, pirofosfato de sodio 2,5 mM, B-glicerofosfato 1 mM, ortovanadato de sodio 1 mM,
leupeptina 1 ug/mly PMSF 0,1 mM) y se centrifugd a 10.000xg durante 20 min a 4 °C, y se recogio el sobrenadante.
La transferencia de Western se realizé en un gel NUPAGE Bis-Tris al 4-12 % (Invitrogen). La estimacion de las
proteinas se realizo utilizando el ensayo de proteinas BioRad a microescala (BioRad Laboratories Inc, Hercules, CA,
EE. UU.).

Analisis de transferencia de Western- La corteza se disecé y se homogeneizé en tampon STEN 1x (Tris 50 mM (pH
7,6), NaCl 150 mM, EDTA 2 mM, NP-40 al 0,2 %, BSA al 0,2 %, PMSF 20 mM y cdctel inhibidor de proteasas). A
continuacion, el sedimento se resuspendié en urea 4 M y se homogeneiz6 y centrifugd a 5.000 g y se recolecto el
sobrenadante que contenia la fraccién de proteinas insolubles. La TDP-43 total se analizé con un anticuerpo
monoclonal de raton (2E2-D3) (1:1000) generado contra los 261 aminoacidos aminoterminales de la proteina de
longitud completa (Abnova) o con un anticuerpo policlonal de conejo (ELA10) (1:1000) (ProteinTech, n.° de cat. 10782-
2-AP). Para la TW se us6 anticuerpo policlonal de conejo anti-ubiquitina (Chemicon International) (1:1000) y se uso
un anticuerpo de conejo anti-parkina (Millipore) (1:1000). Se utilizé un policlonal de conejo anti-actina (Thermo
Scientific) (1:1000). Se utilizé un policlonal de conejo anti-SQSTM1/p62 (Cell Signaling Technology) (1:500). Se utilizé
el monoclonal de conejo HDACEG (Cell Signaling Technology) (1:1000). SIAH2 se exploré con un anticuerpo monoclonal
de raton (Novus Biologicals) (1:400) y HIF-1a con anticuerpo monoclonal de raton (Novus Biologicals) (1:1000). La
inmunoprecipitacion se realizoé en un total de 100 mg de proteina con anticuerpo policlonal de conejo para TDP-43
(ProteinTech) (1:100) o anticuerpo monoclonal de conejo para parkina (Invitrogen) (1:100) y luego se comparé con las
muestras de entrada. Las transferencias de Western se cuantificaron por densitometria usando el programa
informatico Quantity One 4.6.3 (Bio Rad). La densitometria se obtuvo como numeros arbitrarios que miden la
intensidad de la banda. Los datos se analizaron como mediatdesv. tipica, usando ANOVA, con comparacion multiple
de Neumann Keuls entre grupos de tratamiento.

Ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA) para parkina- se realizd en lisados cerebrales solubles (en
tampon STEN) o lisados cerebrales insolubles (urea 4 M) de cerebro utilizando un kit de parkina especifico de ratén
(MYBioSource) en 50 pl (1 pug/ul) de lisados cerebrales detectados con 50 pl de anticuerpo primario (3 h) y 100 ul de
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anticuerpo anti-conejo (30 min) a TA. Los extractos se incubaron con cromdgeno estabilizado durante 30 minutos a
TA'y la solucion se detuvo y se ley6 a 450 nm, de acuerdo con el protocolo del fabricante.

Actividad de ubiquitina ligasa E3 parkina. Para determinar la actividad de la ligasa E3 parkina se usé el kit E3LITE
Customizable Ubiquitin Ligase Kit (Life Sensors, UC n.° 101), que mide los mecanismos de la actividad de EI-E2-E3
en presencia de distintas cadenas de ubiquitina. Para medir la actividad de la parkina en presencia o ausencia de
sustratos, se inmunoprecipité la parkina con anticuerpos PRK8 (1:100) y la TDP-43 se inmunoprecipitd con anti TDP-
43 humana (Ab-nova) (1:100) a partir de 100 mg de lisados cerebrales de TDP43-Tg. UbcH7 se usé como una E2 que
proporciona la maxima actividad con la ligasa E3 parkina y se afiadio E1 y E2 en presencia de ubiquitina recombinante,
incluyendo el tipo silvestre que contiene las siete lisinas superficiales posibles, la mutante sin lisina (K0), o K48 o K63
para determinar el tipo de ubiquitina unida a lisina. Se afiadié6 E3 como parkina IP o parkina recombinante (Novus
Biologicals) a una microplaca de ELISA que captura cadenas de poliubiquitina formadas en la reacciéon dependiente
de E3, que se inici6 con ATP a temperatura ambiente durante 60 minutos. También se incluyeron un E1-E2-E3 y un
control de cadena de poliubiquitina ademas de E1, E2 y TDP-43 sin parkina y tampon de ensayo para lectura de fondo.
Las placas se lavaron 3 veces y se incubaron con reactivo de deteccion y estreptavidina-HRP durante 5 minutos y se
leyeron las cadenas de poliubiquitina generadas por la maquinaria E1-E2-E3 en un lector de placas de
quimioluminiscencia.

Ensayo de inmunoprecipitacion y ubiquitinaciéon. TDP-43 o parkina se inmunoprecipitaron por separado en 100 ul (100
Mg de proteinas) de tampon STEN 1x usando anticuerpo monoclonal anti-TDP-43 especifico humano (Abnova) (1:100)
o anticuerpo monoclonal de ratén anti-parkina (PRK8; Signet Labs; Dedham, MA) (1:100), respectivamente. Después
de la inmunoprecipitaciéon, se mezclaron 300 ng de cada proteina sustrato (parkina y TDP-43) en presencia de 1 ug
de ubiquitina humana recombinante (Boston Biochem, MA), ATP 100 mm, 1 ug de UbcH7 recombinante (Boston
Biochem), 40 ng de enzima recombinante E1 (Boston Biochem) y se incub6 a 37 °C en una incubadora durante 20
min. La reaccion se inactivo con calor hirviéndola durante 5 min y los sustratos se analizaron mediante transferencia
de Western.

Inmunohistologia- La inmunohistoquimica se realiz6 en cortes de 20 um de grosor de cerebro o de médula espinal
cervical. Se exploré TDP-43 (1:200) con anticuerpo policlonal de conejo (ELA10) (ProteinTech, n.° de cat. 10782-2-
AP). Para la inmunohistoquimica se uso anticuerpo policlonal de conejo anti-ubiquitina (Chemicon International)
(1:100) y se us6 anticuerpo monoclonal de ratén anti-parkina (Millipore) (1:200). La tincién con azul de toluidina y DAPI
se realizé de acuerdo con las instrucciones del fabricante (Sigma). Un investigador no familiarizado con el estudio
realizo el recuento de la tincién con azul de toluidina de los axones céntricos dentro de 10 campos aleatorios de cada
portaobjetos en N=8 animales de cada tratamiento. Un investigador no familiarizado con los tratamientos puntud los
experimentos de tincion.

Ensayo de actividad del proteasoma 20S-Se incubaron 100 ug de extractos cerebrales con 250 uM del sustrato
fluorescente especifico de proteasoma 20S Succinil-LLVY-AMC a 37 °C durante 2 h. El medio se descarté y los
homogeneizados se lisaron en HEPES 50 mM, pH 7,5, EDTA 5 mM, NaCl 150 mM y Triton X-100 al 1 %, conteniendo
ATP 2 mM. El fluoréforo 7-amino-4-metilcumarina (AMC), que se libera después de la escision del sustrato marcado
Succinil-LLVY-AMC (Chemicon International, Inc.), se detecta, y se cuantifica la fluorescencia de AMC libre usando
un juego de filtros de 380/460 nm en un fluordmetro (absorcion a 351 nm y emision a 430 nm). La reactividad
secundaria no proteasdmica se midié afiadiendo lactacistina como inhibidor especifico de proteasoma a la mezcla de
reaccion y restando estos valores del total para obtener una medida precisa de la actividad de proteasoma especifica.

gRT-PCR en tejidos neuronales. Se realizé qRT-PCR en un sistema Real-time OCR system (Applied Biosystems) con
mezcla maestra Fast SYBR-Green PCR master Mix (Applied Biosystems) por triplicado a partir de ADNc transcrito de
forma inversa a partir del control no inyectado o de tejidos cerebrales de corteza de rata a los que se les inyect6 LacZ,
parkina, TDP-43 y TDP-43+parkina. Estos experimentos se repitieron en células M17 de neuroblastoma humanas y
los A315T-Tg se compararon con los C57BL/6 no transgénicos de control. Se usaron el cebador directo para parkina
de tipo silvestre humana CCA TGA TAG TGT TTG TCA GGT TC y un cebador inverso GTT GTA CTT TCT CTT CTG
CGT AGT GT. Los valores de expresion génica se normalizaron utilizando los niveles de GADPH.

Resultados

TDP-43 inhibe la actividad del proteasoma y altera los niveles de proteina parkina. Para determinar los efectos
de TDP-43 sobre la parkina en animales transgénicos, se utilizaron los ratones transgénicos con TDP-43 mutante
A315T (TDP43-Tg), de los que se informé que tienen agregados de proteinas ubiquitinadas en las neuronas
piramidales de la capa 5 de la corteza frontal, asi como en las neuronas motoras medulares, sin TDP-43 citoplasmatica.
Este modelo es importante para estos estudios porque muestra una patologia impulsada por TDP-43 nuclear,
independiente de las inclusiones citoplasmaticas de TDP-43. El andlisis de transferencia de Western mostro la
acumulacioén de fragmentos de TDP-43 y de longitud completa (~ 35 kDa), asi como especies de peso molecular mas
alto con el anticuerpo para TDP-43 de ser humano (Fig. 69A, 12 transferencia) en comparacién con los controles no
transgénicos, sugiriendo una patologia por TDP-43. Un analisis adicional del lisado cerebral soluble (extracto de STEN)
mostré niveles aumentados de parkina por transferencia de Western (Fig. 69A, 22 transferencia, 82 %, P<0,05, N=8)
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y aparicién de una banda de menor peso molecular, tal vez indicando la escisiéon de parkina. También se observaron
niveles aumentados de manchas de ubiquitina (Fig. 69A, 32 transferencia) usando anticuerpos anti-ubiquitina, lo que
sugiere acumulacioén de proteinas ubiquitinadas. Se determiné si la solubilidad de la parkina estaba alterada en ratones
TDP43-Tg. El sedimento de proteinas se resuspendio después de la extraccion con STEN en urea 4 M para detectar
la fraccion insoluble y los inventores detectaron un aumento significativo (Fig. 69B, 95 % por densitometria, P<0,05,
N=8) de parkina insoluble en ratones TDP43-Tg de 1 mes de edad en comparacion con el control (Fig. 69B y C,
P<0,05, N=8), lo que sugiere que los agregados de TDP-43 estan asociados con una solubilidad de parkina alterada.
La relacion de parkina soluble respecto a la insoluble no cambié significativamente (Fig. 69C, P < 0,05), lo que sugiere
que la acumulacion de TDP-43 aumenta los niveles de parkina soluble e insoluble. También se realizd una exploracion
de TDP-43 en extractos de urea 4 M y se detectaron niveles aumentados de TDP-43 insoluble (Fig. 69B, 22
transferencia) en TDP43-Tg en comparacion con el control. Para verificar los cambios en el nivel de parkina
observados por TW, se realizé un ELISA cuantitativo de parkina para determinar los niveles de parkina soluble
(extracto de STEN) e insoluble (urea 4 M), usando extractos cerebrales de ratones - para parkina como control para
la especificidad del ELISA (Fig. 69D, N=8). Se detecté un aumento significativo de la parkina soluble (46 %, P <0,05)
e insoluble (64 %) en los ratones TDP43-Tg en comparacion con el nivel de control (Fig. 69D, P <0,05, N=8), lo que
sugiere ademas un aumento del nivel de parkina y la insolubilidad en ratones TDP43-Tg.

La proteina siete en ausencia homéloga (SIAH) es otra ligasa E3 implicada en la ubiquitinaciéon y la degradacion
proteasémica de proteinas especificas. SIAH se degrada rapidamente a través del proteasoma. SIAH2 se usé como
un control de ligasa E3 para determinar si TDP-43 disminuye la solubilidad de la parkina, conduciendo a la alteracién
de su funcion de ligasa E3 independiente de otras ligasas E3. El analisis de transferencia de Western mostrd un
aumento significativo (215 %) de los niveles de SIAH2 soluble (Fig. 69E y F, P<0,05, N=8) en ratones TDP43-Tg en
comparacion con el control, indicando la falta de degradacion de SIAH2, quizas debido a un deterioro proteasémico.
Sin embargo, la SIAH2 no se detectd en la fraccion insoluble. En los ratones transgénicos también se observd una
banda de peso molecular mas bajo a 17 kDa (Fig. 69E), lo que sugiere una posible escision de la estructura dimérica
de SIAH2. Un examen adicional del nivel de la molécula diana de SIAH2 HIF-1a mostré un aumento significativo (76 %,
P<0,05) del nivel de proteina (Fig. 69E y F), lo que sugiere falta de degradacion proteasémica.

Para determinar el efecto de TDP-43 sobre el nivel de parkina y la actividad del proteasoma, se expresé TDP-43 de
tipo silvestre (Fig. 69G, 12 transferencia) en presencia o ausencia de parkina (Fig. 69G, 22 transferencia) en células de
neuroblastoma M17 humanas. La expresion de TDP-43 sola condujo a la aparicion de la proteina parkina enddégena
(Fig. 69G, 22 transferencia), lo que sugiere que TDP-43 regula el ARNm de parkina para inducir la expresién proteica.
La coexpresion de parkina exégena y TDP-43 condujo a una ligera disminucion de los niveles de TDP-43 (Fig. 69G,
12 transferencia) y una disminucion apreciable de las proteinas ubiquitinadas (Fig. 69G, 32 transferencia), en
comparacion con TDP-43 sola. SIAH2 fue dificil de detectar en las células M17 de control (Fig. 69G, 42 transferencia),
pero se acumulé cuando se expresé TDP-43, a pesar del aumento de parkina endégena, sin embargo, la coexpresion
de parkina exégena con TDP-43 condujo a la desaparicion de SIAH2 (Fig. 69G, 42 transferencia). Los efectos de la
expresion de parkina sola (Fig. 69G, 22 transferencia) en los niveles de TDP-43 y SIAH2 se compararon ademas con
LacZ. No se observaron diferencias entre el control (Fig. 69F), LacZ, y las células M17 transfectadas con parkina (Fig.
69H) sobre el nivel de expresiéon de TDP-43 endogena (Fig. 69H, 12 transferencia). Se observé un nivel mas alto de
mancha de proteinas ubiquitinadas con la expresion de parkina (Fig. 69H, 32 mancha), compatible con el papel de
parkina como una ubiquitina ligasa E3, pero el nivel de SIAH2 disminuyd significativamente (Fig. 69H, 42 transferencia,
74 %, P<0,05) en comparacion con el control de actina. Para determinar si la acumulacién de SIAH2 se debe a una
actividad de ligasa E3 disminuida o a la funcién proteasémica, los inventores midieron la actividad del proteasoma
(Fig. 69I) y encontraron que TDP-43 disminuyo significativamente (66 %) la actividad del proteasoma (P<0,05, N=12),
mientras que la coexpresion de parkina invirtié significativamente la actividad del proteasoma al 74 % de los niveles
de control o de parkina, pero se mantuvo significativamente menor (26 %) que el control. Estos datos demuestran que
TDP-43 aumenta los niveles de expresion de la parkina, mientras que la inhibicién del proteasoma conduce a una
degradacién disminuida de proteinas, incluyendo la rapidamente degradable SIAH2.

La expresion lentivirica de TDP-43 en la corteza motora de rata da como resultado niveles aumentados de
proteina en las interneuronas preganglionares de la médula espinal cervical. La TDP-43 de tipo silvestre se
expreso utilizando suministro génico lentivirico en la corteza motora de ratas Sprague Dawley de 2 meses de edad.
La inmunohistoquimica con anticuerpo policlonal de conejo que reconoce TDP-43 humana y de rata (ELA10,
ProteinTech) mostro niveles de proteina TDP-43 aumentados y acumulacion citosdlica 2 semanas posinyeccion (Fig.
70B) en comparacion con el hemisferio contralateral al que se le inyectd LacZ (Fig. 70A). Para determinar la
especificidad de la expresion génica, se uso un anticuerpo monoclonal de ratén especifico para ser humano (hTDP-
43) que reconoce los a.a. 1-261 (Abcam) y se observé una tincion positiva de TDP-43 humana dentro de un radio de
4 mm en el 38 % (por estereologia, N=8) de las neuronas corticales (Fig. 70D) en comparacion con el hemisferio al
que se le inyectd LacZ (Fig. 82C). Un examen adicional de la médula espinal cervical reveld un aumento del 13 % en
la inmunorreactividad para hTDP-43 (Fig. 70F) y una reactividad aumentada para el anticuerpo de TDP-43 (Fig. 70G)
en las interneuronas preganglionares, que se identificaron morfolégicamente en el lado contralateral de la corteza
motora a la que se le inyecté TDP-43 (Fig. 70E) en comparacién con la médula espinal contralateral a la que se le
inyectd LacZ (Fig. 70H e I), lo que sugiere que la expresién de hTDP-43 en la corteza motora conduce a niveles
proteicos aumentados en la médula espinal contralateral. Adicionalmente, el recuento estereolégico revelé un aumento
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del 46 % (por estereologia, N=8) de los niveles de hTDP-43 (Fig. 70J) y una inmunorreactividad aumentada para
anticuerpo de TDP-43 (Fig. 70K) en la via medular dorsocortical (DCST) de la médula espinal cervical contralateral
para la expresion cortical de TDP-43 en comparacion con el lado al que se le inyect6 LacZ (Fig. 70L y M). La tincion
con azul de toluidina y la cuantificacién por parte de un investigador no familiarizado con el estudio de los axones
céntricos dentro de 10 campos aleatorios de cada portaobjetos mostraron un nimero aumentado (18 %, N=8) de
axones (Fig. 70N, flechas) en circulos agrandados, lo que sugiere degeneracion axonal en comparacion con la DCST
contralateral (Fig. 700). Se detectaron algunos axones céntricos en todos los tratamientos.

La expresion de parkina lentivirica aumenta la colocalizacion citosélica de TDP-43 con ubiquitina. Debido a
que en enfermedades humanas TDP-43 se detecta en formas ubiquitinadas dentro del citosol, se buscé determinar si
la ubiquitinacion es beneficiosa o perjudicial para TDP-43 usando parkina como una E3 ubiquitina ligasa ubicua en el
cerebro humano. TDP-43 se coexpreso con parkina y los animales se sacrificaron 2 semanas posinyeccion. La tincion
de cortes cerebrales de 20 um de grosor mostro la expresion de parkina endogena (Fig. 71A) y de TDP-43 (Fig. 71B),
que se localizé predominantemente en nucleos tefiidos con DAPI (Fig. 71C) en la corteza motora de rata a la que se
le inyectd LacZ. La tincidn con anticuerpos anti-ubiquitina (Fig. 71D) en ratas que expresaban TDP-43 en la corteza
motora (Fig. 71E) no dio como resultado ninguna colocalizacién apreciable entre TDP-43 y ubiquitina (Fig. 71F). El
recuento estereoldgico mostré un aumento del 38 % en las células tefidas para hTDP-43 (Fig. 71D). Sin embargo, se
observo TDP-43 citosolica en neuronas corticales que expresaban TDP-43 (Fig. 71F) en comparacién con TDP-43
nuclear en animales a los que se les inyect6 LacZ (Fig. 71C). Los inventores expresaron parkina en la corteza motora
de rata (Fig. 71G) junto con TDP-43 (Fig. 71H) y observaron la colocalizacion citosolica de parkina y TDP-43 (Fig. 711,
35 % por estereologia). Ademas, tifleron con anticuerpos anti-ubiquitina y observaron niveles aumentados de
ubiquitina (Fig. 71J, 35 % por estereologia) en animales a los que se les inyecté parkina y TDP-43 (Fig. 71K). De
manera interesante, las sefales de ubiquitina potenciadas colocalizaron con TDP-43 en el citosol, lo que sugiere que
la ubiquitinacion puede dar como resultado el secuestro citosolico de TDP-43. Para determinar si la expresion de
parkina exdégena afecta la localizacién de la proteina TDP-43 enddgena, los inventores tifieron con anticuerpos para
parkina (Fig. 71M, 28 % por estereologia) y TDP-43 (Fig. 71N), pero no observaron ningun cambio en el patréon de
tincion de TDP-43 (Fig. 710).

La parkina estimula la ubiquitina enlazada en K48 y K63 para TDP-43. Para demostrar si la parkina participa en la
ubiquitinacion de TDP-43, se realizé inmunoprecipitacion para mostrar TDP-43 ubiquitinada en presencia de expresion
de parkina. El analisis de transferencia de Western de la entrada mostré que la parkina exdgena aumentada (Fig. 72A,
12 transferencia, N=8, P<0,05, 42 %) en la corteza motora de rata, aumenta los niveles de proteinas ubiquitinadas
(Fig. 72A, 22 transferencia). El andlisis de densitometria de las transferencias de TDP-43 (Fig. 72A, 32 transferencia)
mostré un aumento significativo (48 %, N=8) de los niveles de TDP-43 en cerebros a los que se les inyectd6 TDP-43
lentivirica (compatible con el trabajo anterior de los inventores en comparacion con cerebros a los que se les inyectd
LacZ o parkina. Sin embargo, la coinyeccién de TDP-43 y parkina no dio como resultado cambios significativos en los
niveles de TDP-43 (P<0,05, N=8), lo que sugiere que la parkina participa en la ubiquitinacion de TPD-43, que puede
no conducir a la degradacion de la proteina. También se us6 un mutante de parkina no funcional (T240R, mutacion de
treonina a arginina), que se coexpreso con TDP-43 (Fig. 72A, transferencia de la parte superior) y no se detectaron
cambios en las proteinas ubiquitinadas (Fig. 72A, 22 transferencia) o en los niveles de TDP-43 (Fig. 72A, 32
transferencia). Se inmunoprecipité TDP-43 y se exploré con ubiquitina (Fig. 72A, 42 transferencia) para determinar que
las especies de alto peso molecular son proteinas TDP-43 ubiquitinadas y no algunos agregados proteicos. Se observé
un aumento de la mancha de proteinas cuando se coinyecté TDP-43 con parkina, en comparacion con TDP-43, parkina
o LacZ solo, lo que sugiere una la ubiquitinacion aumentada de TDP-43 en presencia de parkina de tipo silvestre. Sin
embargo, no se observaron diferencias en los niveles de proteinas ubiquitinadas (Fig. 72A, 42 transferencia) cuando
se inmunoprecipitd TDP-43 con o sin expresion de parkina mutante T240R, lo que sugiere que la parkina funcional
participa en la ubiquitinacion de TDP-43.

Para determinar si TDP-43 afecta la actividad de ubiquitina ligasa E3 parkina, la parkina (Fig. 72B, transferencia
izquierda) y la TDP-43 (Fig. 4B, transferencia derecha) se inmunoprecipitaron y se realizé un ensayo de actividad
enzimatica. Se usaron controles positivos con E1-E2-E3 o cadenas de poliubiquitina o parkina recombinante (Novus
Biologicals) para medir la actividad de ubiquitina ligasa E3 y lecturas de cadenas de poliubiquitina (Fig. 72C). No se
detecto actividad de parkina con la ubiquitina nula para lisina (K0), pero la ubiquitina enlazada en K48 o K63 mutante
mostrd un aumento en la actividad de ubiquitina ligasa E3 parkina en comparacién con el control KO (Fig. 72C, N=4).
La actividad de parkina con ubiquitina K63 fue significativamente mayor (83 %, P<0,05, N=4) que la ubiquitina enlazada
en K48, lo que sugiere que la parkina experimenta una autoubiquitinacion enlazada en K48 y K63. La parkina también
se ubiquitind usando ubiquitina de tipo silvestre, que contiene los 7 restos de lisina. Para determinar si la actividad de
parkina se altera en presencia de TDP-43, se afiadieron a la mezcla enzimatica tanto la parkina como la TDP-43.
Como se preveia, no se detectd actividad con ubiquitina nula para lisina (K0), pero la actividad de parkina aumenté
significativamente en comparacion con parkina sola (Fig. 72C, P <0,05, N=8) con ubiquitina K48 (154 %) y K63
(156 %), lo que indica que la actividad de parkina es aun mayor en presencia de un sustrato. La parkina también
mostré un nivel significativamente mas alto de actividad con ubiquitina de tipo silvestre en presencia de TDP-43
(279 %) en comparacion con parkina sola.

Para determinar que la parkina participa en la ubiquitinacion de TDP-43, se inmunoprecipitd parkina y TDP-43 por
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separado y se realizaron ensayos de ubiquitinacion in vitro. La incubaciéon de parkina y TDP-43 en presencia de
ubiquitina de tipo silvestre (Fig. 72D, 2° carril) o K48 (7° carril) o K63 (8° carril) (Fig. 72D, N=3), mostré una mancha
de proteinas tras el analisis de TW con anticuerpos para TDP-43 en comparacién con la ubiquitina nula para lisina
(KO) (6° carril), o en ausencia de E1 o0 E2 o0 de ambas (todos los demas carriles, lo que sugiere que la parkina participa
en la ubiquitinacion enlazada a K48 y K63 de TDP-43. Adicionalmente, la incubacion de parkina en presencia de
ubiquitina de tipo silvestre (Fig. 72E, 2° carril) 0 K48 (7° carril) o K63 (8° carril) (Fig. 72E, N=3), mostré una mancha de
proteinas tras el analisis de TW con anticuerpos para parkina en comparacion con la ubiquitina nula para lisina (K0)
(6° carril), o en ausencia de E1 o E2 o0 de ambas (todos los demas carriles, lo que sugiere que la parkina experimenta
autoubiquitinacién enlazada a K48 y K63.

Se midi¢6 la actividad del proteasoma 20S (Fig. 72F), que disminuy¢ significativamente (31 %, P<0,05) cuando TDP-
43 se expreso sola (N=8, P<0,05), pero la coexpresion de parkina invirtié significativamente la actividad del proteasoma
(48 %, P<0,05) en comparacion con TDP-43 sola. Sin embargo, la actividad del proteasoma en la corteza que expresa
parkina se mantuvo significativamente mas alta que la de los animales a los que se les inyectd LacZ (73 %, P <0,05)
y parkina+TDP-43 (31 %, P <0,05), lo que indica que la actividad de la parkina invierte parcialmente la actividad del
proteasoma.

La parkina forma un complejo multiproteico con HDAC6 para mediar en la translocaciéon de TDP-43 del nucleo
al citosol. La falta de degradacion de TDP-43 ubiquitinada y la acumulacion citosolica de parkina, TDP-43 y ubiquitina
en los animales de transferencia génica condujeron al examen de posibles mecanismos para translocar TDP-43 al
citosol. El analisis de transferencia de Western mostré un aumento significativo (41 %, P <0,05) de los niveles de
HDACG6 cuando se expresd TDP-43 en comparacién con los animales a los que se les inyectd LacZ o parkina (Fig.
72G y H, 12 transferencia, P<0,05, N=8). Sin embargo, se detectaron aumentos adicionales de los niveles de HDAC6
(Fig. 72G y H, 112 %, P<0,05) cuando la parkina se coexpresé con TDP-43, lo que sugiere una posible interaccion
entre estas proteinas. El examen de los marcadores moleculares de autofagia mostré un aumento significativo de P62
(28 %, P<0,05) cuando se coexpresaba parkina con TDP43 (Fig. 72G y H, 22 transferencia) en comparacion con todos
los demas tratamientos, lo que sugiere acumulacién de proteinas ubiquitinadas. No se observaron cambios en otros
marcadores de autofagia (LC3, beclina, las Atg) ni aparicion de vacuolas autofagicas por ME. Se inmunoprecipité TDP-
43 humana a partir de ratones transgénicos y se verifico TDP-43 como de 46 kDa utilizando el anticuerpo hTDP-43
(Fig. 73A, transferencias 12 y 22). La separacion de los anticuerpos y la reexploraciéon con anticuerpos para parkina
mostré una banda ligeramente mas alta de alrededor de 50 kDa, lo que sugiere la presencia de proteina parkina (Fig.
73A, 3? transferencia). La separacion y la exploracion adicionales con el anticuerpo para HDACG6 (Fig. 73A, 42
transferencia) mostraron una banda de peso molecular mas alto de alrededor de 120 kDa, indicando un complejo
multiproteico entre la parkina, TDP43 y HDACG. Se realiz6 un experimento alternativo mediante inmunoprecipitacion
de parkina y verificacion de la presencia de TDP-43 humana (Fig. 73B, 12 y 22 transferencia). La separacion y la
exploracién con anticuerpo para parkina mostraron una banda de parkina tanto en ratones de control transgénicos
como no transgénicos (Fig. 73B, 32 transferencia), lo que indica que la parkina se inmunoprecipité satisfactoriamente.
Se detectd una banda de peso molecular mas alto representativa de HDACG6 (Fig. 73B, 42 transferencia) en ratones
transgénicos pero no en ratones de control, lo que sugiere ademas la formaciéon de complejos multiproteicos entre
TDP43, parkina y HDACEG.

Para comprobar de que tanto la parkina como HDACG6 son necesarias para la translocacion de TDP-43, se expreso
TDP-43 etiquetada con GFP en células de neuroblastoma M17 en presencia de parkina de tipo silvestre o0 mutante
con pérdida de funcién (T240R) y se tratd con un inhibidor selectivo de HDAC6 5 uM durante 24 horas. La expresion
de GFP se observd predominantemente dentro de nucleos tefidos con DAPI en células M17 vivas (Fig. 73C, el
recuadro de detalle es mayor aumento), sin embargo, la coexpresion de parkina condujo a una fluorescencia de GFP
significativa dentro del citoplasma (Fig. 73D y E) y de prolongaciones neuronales (Fig. 73D, el recuadro de detalle
muestra un mayor aumento de la fluorescencia de GFP). El tratamiento con el inhibidor de HDACSG, tubacina, no
condujo a fluorescencia de GFP en el citosol en presencia (Fig. 73F) o ausencia (Fig. 73G) de parkina. La pérdida de
la funcién de la ubiquitina ligasa E3 parkina (T240R) no condujo a la acumulacion de TDP-43 en el citosol (Fig. 73H),
lo que sugiere que la funcion de la ubiquitina ligasa E3 de la parkina y la actividad de HDACG6 son necesarias para
facilitar la acumulacion de TDP-43 dentro del citosol.

Para verificar si la expresion de TDP-43 aumenta los niveles de ARNm de parkina, el gRT-PCR realizado se realizd
en muestras aisladas de corteza de rata, en células M17 humanas y ratones TDP43-Tg. Los niveles de ARNm de
Park2 en células M17 que expresaban parkina fueron significativamente mas altos (Fig. 731 y J, 55 %, P<0,05, N=4)
que LacZ, pero similares a los cerebros a los que se les inyecté TDP-43 (61 %), P<0,05). La coexpresion de parkina
con TDP-43 mostrd niveles significativamente mas altos de ARNm de park2 (Fig. 73J, 74 %, P<0,05, N=4) en
comparacion con parkina sola. De manera similar, los niveles de ARNm de Park2 en cerebros de ratas que expresaban
parkina fueron significativamente mas altos (Fig. 73K y L, 41 %, P<0,05, N=4) que los animales LacZ, asi como
cerebros a los que se les inyectd TDP-43 (21 %, P <0,05). Sin embargo, la coexpresion de parkina con TDP-43 mostro
niveles significativamente mas altos de ARNm de park2 (Fig. 73J, 84 %, P<0,05, N=4) en comparacion con todos los
demas tratamientos. Por lo tanto, se compararon los niveles de ARNm de park2 entre TDP43-Tg y los compafieros de
camada de control no transgénicos. Se observd un aumento significativo (Fig. 73M y N, 114 %, N=4, P<0,05) del
mRNA de park2 en cerebros de TDP43-Tg inyectados en comparacion con los C57BL/6 de control, demostrando que
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la parkina es una diana transcripcional para TDP-43.
Ejemplo 7

La parkina desempefa un papel esencial en la supervivencia de las neuronas motoras a través de la
modulacion del transporte de TDP-43 nuclear a la sinapsis

La ubiquitina ligasa E3 parkina es importante en la neurodegeneracion. La parkina estimula la ubiquitinacion especifica
de la proteina de uniéon a ADN de TAR (TDP)-43, y podria mediar su transporte a través de la formacién de complejos
con la histona desacetilasa 6 (HDAC6). En neuronas sanas, TDP-43 es predominantemente nuclear y podria
transportarse a la sinapsis para la generacion de proteinas sinapticas. Como se muestra en la Figura 74, ). La parkina
podria ubiquitinar TDP-43 y trasladarlo desde el nucleo al citosol; 2). El complejo de parkina-HDACG6 es necesario para
el transporte axoplasmico de TDP-43 a la sinapsis; y 3). La disponibilidad de TDP-43 en la sinapsis modula la expresion
de proteinas sinapticas que mantienen el metabolismo del glutamato.

Las neuronas motoras largas, que se degeneran en la esclerosis lateral amiotréfica (ELA), podrian depender del
transporte axonal de TDP-43 a sinapsis distantes, aumentando asi su vulnerabilidad a la localizacion de TDP-43. En
la neurodegeneracion, incluyendo la ELA y la demencia frontotemporal (DFT-TDP), la TDP-43 de tipo silvestre y
mutada se agregan, y las neuronas que portan agregados de TDP-43 expresan menos parkina. Los datos
proporcionados en el presente documento demuestran que la parkina altera la localizacion de TDP-43, invierte la
alteracion inducida por TDP-43 de los niveles de glutamato y mejora el rendimiento motor. La TDP-43 se une a ARNm
que codifican proteinas implicadas en la funcion sinaptica, incluyendo la sinaptotagmina y los portadores vesiculares
de glutamato. El transporte de glutamato es defectuoso en la ELA, debido a la pérdida de portadores de glutamato
que facilitan la conversién de glutamato sinaptico en glutamina. Por tanto, la translocacion nuclear de TDP-43 y el
transporte axoplasmico a la sinapsis podrian ser particularmente importantes para las neuronas motoras.

La localizacion de TDP-43 mediada por parkina en la sinapsis podria afectar las proteinas sinapticas que mantienen
el metabolismo del glutamato. Por tanto, la parkina podria desempefiar un papel esencial en la supervivencia de las
neuronas motoras a través de la modulacion del transporte de TDP-43 nuclear a la sinapsis.

Los siguientes datos sustentan estas conclusiones. La Figura 75 muestra la distribucion de TDP-43 etiquetada con
GFP en células M17 transfectadas con 3 mg de ADNc durante 24 horas y luego tratadas con Nilotinib (10 mM) o
Bosutinib (5 mM), y el inhibidor de HDAC6 Tubacina (5 mM) durante 24 horas adicionales. Los recuadros de detalle
(B y D) representan imagenes de mayor aumento que muestran la translocacion de TDP-43 marcada con GFP desde
el nucleo (A) hacia el citosol (B y D y recuadro de detalle), mientras que la tubacina altera la translocacion.
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REIVINDICACIONES

1. Inhibidor de las tirosina cinasas para su uso en el tratamiento o la prevencion de la esclerosis lateral amiotréfica en
un sujeto, en donde el tratamiento o la prevencién comprende:

la seleccion de un sujeto con esclerosis lateral amiotréfica o con riesgo de esclerosis lateral amiotrofica; y

la administracién de una cantidad efectiva del inhibidor de las tirosina cinasas al sujeto, en donde el inhibidor de
las tirosina cinasas no es Gleevec, en donde el inhibidor de las tirosina cinasas cruza la barrera hematoencefalica,
en donde el inhibidor de las tirosina cinasas se selecciona del grupo que consiste en nilotinib, bosutinib y una
combinacioén de los mismos, y

en donde el inhibidor de las tirosina cinasas se va a administrar a una dosificacion de menos de 10 mg/kg.

2. Inhibidor de las tirosina cinasas para el uso de la reivindicacion 1, en donde el tratamiento comprende

la seleccion de un sujeto con esclerosis lateral amiotréfica, en donde el sujeto tiene una mutacion TDP-43; y
la administracion de una cantidad efectiva del inhibidor de las tirosina cinasas al sujeto.

3. El inhibidor de las tirosina cinasas para el uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1-2, en donde el inhibidor
de las tirosina cinasas es para administracion sistémica, opcionalmente para administraciéon oral, y/o en donde el
inhibidor de las tirosina cinasas es para administracion diaria.

4. El inhibidor de las tirosina cinasas para el uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en donde la cantidad
efectiva del inhibidor de las tirosina cinasas estimula la actividad de la Parkina.

5. El inhibidor de las tirosina cinasas para el uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1-4, que comprende ademas
la administracion de un segundo agente terapéutico al sujeto, en donde opcionalmente el segundo agente terapéutico
se selecciona del grupo que consiste en levadopa, un agonista de la dopamina, un agente anticolinérgico, un inhibidor
de la monoaminooxidasa, un inhibidor de la COMT, amantadina, rivastigmina, un antagonista del NMDA, un inhibidor
de colinesterasa, riluzol, un agente antipsicético, un antidepresivo y tetrabenacina.

6. Composicion farmacéutica que comprende una cantidad efectiva del inhibidor de las tirosina cinasas en un portador
farmacéuticamente aceptable para el uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5.
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Lisados cerebrales: ELISA de sin  humana en ratones A53T TG tratados con Bosutinib durante 3 semanas
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excluir errores u omisiones y la EPO niega toda responsabilidad en este sentido.
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