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DESCRIPCION
Progranulina para su uso en el tratamiento de enfermedad de Parkinson o enfermedad de Alzheimer
Campo de la invencién

Esta invencion se refiere a una composicion que comprende polipéptido de progranulina o acido nucleico de
progranulina para su uso en el tratamiento de una enfermedad neurodegenerativa seleccionada de enfermedad de
Parkinson o enfermedad de Alzheimer.

Antecedentes y sumario

La progranulina (PGRN) es una proteina similar a factor de crecimiento que esta implicada en la regulacion de
multiples procesos incluyendo el desarrollo, la cicatrizacion de heridas, la angiogénesis, el crecimiento y
mantenimiento de células neuronales y la inflamacién. Se ha vinculado un aumento de la expresiéon de PGRN con el
fomento de tumores. Adicionalmente, se ha mostrado la expresion alterada de PGRN en mudltiples enfermedades
neurodegenerativas, incluyendo enfermedad de Creutzfeldt-Jakob, enfermedad de las neuronas motoras y
enfermedad de Alzheimer. Por ejemplo, estudios recientes en la etiologia genética de enfermedades
neurodegenerativas han mostrado que mutaciones heredables en el gen de PGRN pueden conducir a enfermedades
neurodegenerativas de aparicion en la vida adulta debido a una supervivencia neuronal reducida.

La muerte selectiva de células neuronales es el distintivo comin de diversos trastornos neurodegenerativos. Se han
vinculado formas esporadicas de enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Parkinson y enfermedad de Lou Gehrig
(esclerosis lateral amiotréfica (ELA)) a factores ambientales que provocan muerte de células neuronales mediante
excitotoxicidad, estrés oxidativo, inhibicién de partes de la cadena de transporte de electrones, perturbacion de
membrana celular y mitocondrial, alteraciones en organulos celulares, alteraciones en la cromatina, accion
genotoxica general y especifica, e inhibicion y/o hiperactivacion de efectores y receptores de proteinas de superficie
celular. La bibliografia experimental y clinica respalda un posible papel de las excitotoxinas en algunas formas de
neurodegeneracion, particularmente ELA y enfermedad de Alzheimer. En particular, se han vinculado con ELA
anomalias en la manipulacién/transporte de glutamato y se ha mostrado que el acido domoico, un agonista del
receptor de cainato (es decir, un receptor de glutamato ionotrépico), es un factor causal en algunas formas de
pérdida de memoria, de manera muy similar a lo notificado en enfermedad de Alzheimer. También se ha vinculado el
estrés oxidativo con los mismos estados patoldgicos.

Las toxinas presentes en el entorno pueden desempefiar un papel en la patologia de diversas enfermedades
neurodegenerativas. Por ejemplo, se ha identificado B-sitosterol-p-D-glucosido (BSSG) como toxina presente en la
semilla de la palmera cicada (Cycas circinalis), histéricamente un alimento basico de la dieta del pueblo chamorro de
Guam. El consumo de semillas de cicadas se ha vinculado con el complejo parkinsonismo-demencia-ELA (CPD-
ELA), un trastorno neurolégico endémico de Guam. Estudios in vivo en los que ratones macho adultos consumen
harina de semilla de cicada lavada como parte de su dieta han mostrado que los animales tratados tienen déficits
conductuales motores, cognitivos y olfativos profundos y progresivos combinados con la pérdida de neuronas en
cada uno de los subconjuntos neurales respectivos. La expresion de estos desenlaces refleja los déficits
conductuales y patoldgicos en CPD-ELA. Experimentos in vitro usando fracciones de cicadas aisladas han
identificado las probables neurotoxinas como moléculas de glucdsido de esterol variantes contenidas en harina de
cicada lavada, especificamente BSSG y moléculas de glucosido de esterol relacionadas.

Actualmente, no existe cura para ELA, enfermedad de Alzheimer (EA) o enfermedad de Parkinson. El tratamiento
actual implica generalmente esfuerzos por parte de los médicos para ralentizar la progresion de los sintomas y hacer
que los pacientes estén mas comodos. Aunque existen varios farmacos en desarrollo y un nimero limitado que
estan aprobados por la FDA para el tratamiento (riluzol, para ELA; L-dopa para enfermedad de Parkinson;
potenciadores cognitivos, tales como Aricept, para EA) estos tratamientos s6lo enmascaran la progresion de la
enfermedad neuroldgica y pueden actuar para prolongar ligeramente las vidas de algunos pacientes. Por tanto,
existe una necesidad importante de métodos y composiciones dirigidos al tratamiento de enfermedades
neurodegenerativas.

En una realizacién ilustrativa, se proporciona un método para tratar a un paciente con una enfermedad
neurodegenerativa, comprendiendo el método las etapas de administrar al paciente una composicion que
comprende un polipéptido de progranulina, y reducir los sintomas de la enfermedad neurodegenerativa en el
paciente.

En la realizacién descrita anteriormente, la cantidad del polipéptido de progranulina administrada al paciente puede
estar en el intervalo de aproximadamente 1 ng/kg de peso corporal del paciente a aproximadamente 1 mg/kg de
peso corporal del paciente, la cantidad del polipéptido de progranulina administrada al paciente puede estar en el
intervalo de aproximadamente 1 ng/kg de peso corporal del paciente a aproximadamente 500 ng/kg de peso corporal
del paciente, la cantidad del polipéptido de progranulina administrada al paciente puede estar en el intervalo de
aproximadamente 1 ng/kg de peso corporal del paciente a aproximadamente 100 ng/kg de peso corporal del
paciente, la composicién que comprende el polipéptido de progranulina puede estar adaptada para la administracion
parenteral, la via de la administracién parenteral puede seleccionarse del grupo que consiste en por via
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intradérmica, por via subcutanea, por via intramuscular, por via intraperitoneal, por via intravenosa, por via
intraventricular, por via intratecal, por via intracerebral y por via intracordal, el estado patolégico neurodegenerativo
puede estar mediado por una agresion ambiental al paciente, el estado patolégico neurodegenerativo puede estar
mediado por una excitotoxina, la excitotoxina puede ser un glucésido de esterol, el glucdsido de esterol puede
seleccionarse del grupo que consiste en beta-sitosterol-beta-D-glucdsido y glucésido de colesterol, o analogos o
derivados de los mismos, la enfermedad neurodegenerativa puede seleccionarse del grupo que consiste en
enfermedad de Parkinson, enfermedad de Alzheimer y esclerosis lateral amiotréfica, la enfermedad
neurodegenerativa puede ser enfermedad de Parkinson, la enfermedad neurodegenerativa puede ser enfermedad
de Alzheimer, la enfermedad neurodegenerativa puede ser esclerosis lateral amiotrofica, y el polipéptido de
progranulina puede tener una homologia de al menos el 95% con SEQ ID NO: 2.

En otra realizacién ilustrativa, se proporciona una composicion farmacéutica que comprende cantidades
terapéuticamente eficaces de polipéptido de progranulina y un portador farmacéuticamente aceptable para el mismo,
en la que las cantidades terapéuticamente eficaces comprenden cantidades que pueden reducir o prevenir los
sintomas de una enfermedad neurodegenerativa en un paciente.

En la realizacion descrita anteriormente, la composicion puede estar adaptada para la administracién parenteral, la
via de la administracion parenteral puede seleccionarse del grupo que consiste en por via intradérmica, por via
subcutanea, por via intramuscular, por via intraperitoneal, por via intravenosa, por via intraventricular, por via
intratecal, por via intracerebral y por via intracordal, el estado patolégico neurodegenerativo puede estar mediado
por una agresion ambiental al paciente, el estado patolégico neurodegenerativo puede estar mediado por una
excitotoxina, la excitotoxina puede ser un glucdsido de esterol, el glucésido de esterol puede seleccionarse del grupo
que consiste en beta-sitosterol-beta-D-glucésido y glucésido de colesterol, o analogos o derivados de los mismos, la
enfermedad neurodegenerativa puede seleccionarse del grupo que consiste en enfermedad de Parkinson,
enfermedad de Alzheimer y esclerosis lateral amiotrofica, la enfermedad neurodegenerativa puede ser enfermedad
de Parkinson, la enfermedad neurodegenerativa puede ser enfermedad de Alzheimer, la enfermedad
neurodegenerativa puede ser esclerosis lateral amiotréfica, la composiciéon farmacéutica puede estar en una forma
de dosificacion parenteral, la forma de dosificacion puede estar adaptada para la administracion parenteral por una
via seleccionada del grupo que consiste en intradérmica, subcutanea, intramuscular, intraperitoneal, intravenosa,
intraventricular, intratecal, intracerebral e intracordal, y el polipéptido de progranulina puede tener una homologia de
al menos el 95% con SEQ ID NO: 2

En otra realizacion ilustrativa, se proporciona un método para reducir la muerte de células neuronales en un
paciente, comprendiendo el método las etapas de administrar a un paciente una cantidad terapéuticamente eficaz de
un polipéptido de progranulina en el que la cantidad del péptido es eficaz para aumentar la supervivencia de células
neuronales en un paciente con una enfermedad neurodegenerativa, y reducir la muerte de células neuronales en el
paciente.

En la realizacién descrita anteriormente, la cantidad del polipéptido de progranulina administrada al paciente puede
estar en el intervalo de aproximadamente 1 ng/kg de peso corporal del paciente a aproximadamente 1 mg/kg de
peso corporal del paciente, la cantidad del polipéptido de progranulina administrada al paciente puede estar en el
intervalo de aproximadamente 1 ng/kg de peso corporal del paciente a aproximadamente 500 ng/kg de peso corporal
del paciente, la cantidad del polipéptido de progranulina administrada al paciente puede estar en el intervalo de
aproximadamente 1 ng/kg de peso corporal del paciente a aproximadamente 100 ng/kg de peso corporal del
paciente, la composicién que comprende el polipéptido de progranulina puede estar adaptada para la administracion
parenteral, la via de la administracién parenteral puede seleccionarse del grupo que consiste en por via
intradérmica, por via subcutanea, por via intramuscular, por via intraperitoneal, por via intravenosa, por via
intraventricular, por via intratecal, por via intracerebral y por via intracordal, el estado patolégico neurodegenerativo
puede estar mediado por una agresion ambiental al paciente, el estado patolégico neurodegenerativo puede estar
mediado por una excitotoxina, la excitotoxina puede ser un glucésido de esterol, el glucdsido de esterol puede
seleccionarse del grupo que consiste en beta-sitosterol-beta-D-glucdsido y glucésido de colesterol, o analogos o
derivados de los mismos, la enfermedad neurodegenerativa puede seleccionarse del grupo que consiste en
enfermedad de Parkinson, enfermedad de Alzheimer y esclerosis lateral amiotréfica, la enfermedad
neurodegenerativa puede ser enfermedad de Parkinson, la enfermedad neurodegenerativa puede ser enfermedad
de Alzheimer, la enfermedad neurodegenerativa puede ser esclerosis lateral amiotrofica, y el polipéptido de
progranulina puede ser un polipéptido en la que el polipéptido tiene una homologia de al menos el 95% con SEQ ID
NO: 2.

En otra realizacion ilustrativa, se proporciona un método para tratar un paciente con una enfermedad
neurodegenerativa, comprendiendo el método las etapas de administrar al paciente una composicion que
comprende un efector que modifica la expresidon de progranulina, y reducir los sintomas de la enfermedad
neurodegenerativa en el paciente.

En la realizaciéon descrita anteriormente, la composicidon que comprende el efector puede estar adaptada para la
administracion parenteral, la via de la administracion parenteral puede seleccionarse del grupo que consiste en por
via intradérmica, por via subcutanea, por via intramuscular, por via intraperitoneal, por via intravenosa, por via
intraventricular, por via intratecal, por via intracerebral y por via intracordal, la enfermedad neurodegenerativa puede
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estar mediada por una agresién ambiental al paciente, el estado patolégico neurodegenerativo puede estar mediado
por una excitotoxina, la excitotoxina puede ser un glucésido de esterol, el glucésido de esterol puede seleccionarse
del grupo que consiste en beta-sitosterol-beta-D-glucésido y glucésido de colesterol, o analogos o derivados de los
mismos, la enfermedad neurodegenerativa puede seleccionarse del grupo que consiste en enfermedad de
Parkinson, enfermedad de Alzheimer y esclerosis lateral amiotréfica, la enfermedad neurodegenerativa puede ser
enfermedad de Parkinson, la enfermedad neurodegenerativa puede ser enfermedad de Alzheimer, la enfermedad
neurodegenerativa puede ser esclerosis lateral amiotréfica, el método puede comprender ademas la etapa de
aumentar la expresion de progranulina en neuronas, el método puede comprender ademas la etapa de disminuir la
expresion de progranulina en células no neuronales, y el efector puede ser un vector que comprende un acido
nucleico con una homologia de al menos el 95% con SEQ ID NO: 1.

En otra realizaciéon ilustrativa, se proporciona una composicion farmacéutica que comprende cantidades
terapéuticamente eficaces de un efector que modifica la expresion de progranulina y un portador farmacéuticamente
aceptable para el mismo, en la que las cantidades terapéuticamente eficaces comprenden cantidades que pueden
reducir o prevenir los sintomas de una enfermedad neurodegenerativa en un paciente.

En la realizacién descrita anteriormente, las cantidades terapéuticamente eficaces pueden comprender cantidades
que pueden aumentar la expresion de progranulina en neuronas, las cantidades terapéuticamente eficaces pueden
comprender cantidades que pueden disminuir la expresion de progranulina en células no neuronales, la composicién
farmacéutica puede estar en una forma de dosificacién parenteral, la forma de dosificacion puede estar adaptada
para la administracién parenteral por una via seleccionada del grupo que consiste en intradérmica, subcutanea,
intramuscular, intraperitoneal, intravenosa, intraventricular, intratecal, intracerebral e intracordal, el estado patoldgico
neurodegenerativo puede estar mediado por una agresion ambiental al paciente, el estado patologico
neurodegenerativo puede estar mediado por una excitotoxina, la excitotoxina puede ser un glucésido de esterol, el
glucésido de esterol puede seleccionarse del grupo que consiste en beta-sitosterol-beta-D-glucésido y glucdsido de
colesterol, o analogos o derivados de los mismos, la enfermedad neurodegenerativa puede seleccionarse del grupo
que consiste en enfermedad de Parkinson, enfermedad de Alzheimer y esclerosis lateral amiotrdfica, la enfermedad
neurodegenerativa puede ser enfermedad de Parkinson, la enfermedad neurodegenerativa puede ser enfermedad
de Alzheimer, la enfermedad neurodegenerativa puede ser esclerosis lateral amiotréfica, la composicion
farmacéutica puede estar en una forma de dosificacién parenteral, la forma de dosificacién puede estar adaptada
para la administracién parenteral por una via seleccionada del grupo que consiste en intradérmica, subcutanea,
intramuscular, intraperitoneal, intravenosa, intraventricular, intratecal, intracerebral e intracordal, y el efector puede
ser un vector que comprende un acido nucleico con una homologia de al menos el 95% con SEQ ID NO: 1.

En otra realizacién ilustrativa, se proporciona un método para reducir la muerte de células neuronales en un
paciente, comprendiendo el método las etapas de administrar a un paciente una cantidad terapéuticamente eficaz de
un efector que modifica la expresidén de progranulina en el que la cantidad del efector es eficaz para aumentar la
supervivencia de células neuronales en un paciente con una enfermedad neurodegenerativa mediada por una
agresion ambiental al paciente, y reducir la muerte de células neuronales en el paciente.

En la realizacién descrita anteriormente, la composicion que comprende el efector puede estar adaptada para la
administracion parenteral, la via de la administracion parenteral puede seleccionarse del grupo que consiste en por
via intradérmica, por via subcutanea, por via intramuscular, por via intraperitoneal, por via intravenosa, por via
intraventricular, por via intratecal, por via intracerebral y por via intracordal, el estado patolégico neurodegenerativo
puede estar mediado por una agresion ambiental al paciente, el estado patolégico neurodegenerativo puede estar
mediado por una excitotoxina, la excitotoxina puede ser un glucésido de esterol, el glucosido de esterol puede
seleccionarse del grupo que consiste en beta-sitosterol-beta-D-glucésido y glucésido de colesterol, o analogos o
derivados de los mismos, la enfermedad neurodegenerativa puede seleccionarse del grupo que consiste en
enfermedad de Parkinson, enfermedad de Alzheimer y esclerosis lateral amiotréfica, la enfermedad
neurodegenerativa puede ser enfermedad de Parkinson, la enfermedad neurodegenerativa puede ser enfermedad
de Alzheimer, la enfermedad neurodegenerativa puede ser esclerosis lateral amiotréfica, y el efector puede ser un
vector que comprende un acido nucleico con una homologia de al menos el 95% con SEQ ID NO: 1

Breve descripcion de los dibujos

La figura 1 muestra una grafica que indica una disminucion progresiva en el reflejo de extension de las piernas en
ratones tras la exposicion a esteril-glucésido (BSSG) sintético.

La figura 2 muestra una grafica que indica una disminucién progresiva en la actividad motora en campo abierto en
ratones tras la exposicion a esteril-glucésido (BSSG) sintético.

Las figuras 3A-D muestran graficas que indican una pérdida progresiva de neuronas motoras en ratones tras 10
semanas de exposicién a esteril-glucésido (BSSG) sintético. Tras la exposicion a BSSG, se permitio que
envejecieran los ratones durante 1 mes (paneles A-C) o 5 meses (panel D) con una dieta de comida normal antes
del sacrificio. El panel A muestra la cuantificacién de neuronas motoras en la médula lumbar tras tincién de Nissl e
inmunohistoquimica de colina acetiltransferasa (ChAT). El panel B muestra la cuantificacion de caspasa-3 activada
en la médula espinal lumbar tras deteccién mediante inmunohistoquimica (asta anterior). El panel C muestra la
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cuantificacion de neuronas en la corteza motora tras deteccion mediante inmunohistoquimica frente a CTIP2
(altamente expresada en neuronas motoras corticoespinales). El panel D muestra la cuantificacion de neuronas
motoras en la médula lumbar tras tincién de Nissl.

La figura 4 muestra la hibridacion in situ (ISH) para detectar la expresion de progranulina en el tronco encefalico de
un raton normal (aumento original 10X). Panel A: ISH usando ribosondas especificas de progranulina, antisentido.
Panel B: ISH usando ribosondas sentido.

La figura 5 muestra la hibridacion in situ (ISH) para detectar la expresion de progranulina en el tronco encefélico de
un ratéon normal a gran aumento (aumento original 40X). Panel A: ISH usando ribosondas especificas de
progranulina, antisentido. Panel B: ISH usando ribosondas sentido.

La figura 6 muestra la hibridacion in situ (ISH) para detectar la expresion de progranulina en células del asta anterior
de la médula espinal de un raton normal (aumento original 40X). Panel A: ISH usando ribosondas especificas de
progranulina, antisentido. Panel B: ISH usando ribosondas antisentido.

La figura 7 muestra la hibridacion in situ (ISH) que indica la disminucion de la expresidon de progranulina en la
corteza motora de ratones alimentados con harina de cicada lavada (aumento original 10X). Panel A: ISH usando
ribosondas especificas de progranulina, antisentido en la corteza motora de ratones alimentados con comida normal.
Panel B: ISH usando ribosondas especificas de progranulina, antisentido en la corteza motora de ratones
alimentados con harina de cicada. Panel C: ISH usando ribosondas sentido en la corteza motora de ratones
alimentados con harina de cicada.

La figura 8 muestra la hibridacion in situ (ISH) que indica la disminucion de la expresién de progranulina en la
corteza motora de ratones alimentados con harina de cicada lavada (aumento original 40X). Panel A: ISH usando
ribosondas especificas de progranulina, antisentido en la corteza motora de ratones alimentados con comida normal.
Panel B: ISH usando ribosondas especificas de progranulina, antisentido en la corteza motora de ratones
alimentados con harina de cicada. Panel C: ISH usando ribosondas sentido en la corteza motora de ratones
alimentados con harina de cicada.

La figura 9 muestra la hibridacién in situ (ISH) que indica que la exposicion a BSSG sintético da como resultado la
disminucion de la expresion de progranulina en las células del asta anterior de la médula espinal cervical de ratones.
Panel A: ISH usando ribosondas especificas de progranulina, antisentido en la médula espinal cervical de ratones
alimentados con comida normal. Panel B: ISH usando ribosondas especificas de progranulina, antisentido en la
médula espinal cervical de ratones alimentados con 1000 pg/dia de BSSG. Panel C: ISH usando ribosondas sentido
en la médula espinal cervical de ratones alimentados con comida normal (aumento original 10X).

La figura 10 muestra la hibridacién in situ (ISH) que indica que el aumento de la exposicion a BSSG en ratones da
como resultado neuropatologia y pérdida de la expresion de progranulina mas pronunciadas en las células del asta
anterior de la médula espinal cervical. Los paneles A, B, y C muestran ISH usando ribosondas especificas de
progranulina, antisentido en la médula espinal cervical de ratones alimentados con 10, 100 y 1000 ug/dia de BSSG,
respectivamente (aumento original 40X).

La figura 11 muestra que un silenciamiento de la expresion de progranulina en pez cebra conduce a las
manifestaciones morfoldgicas de dismorfogénesis craneofacial, edema pericardico y distension intestinal visceral.

La figura 12 muestra progranulina expresada por neuronas heterogéneas in vitro. Se derivaron cultivos neuronales
primarios de una médula espinal embrionaria de ratén E13. Inmunolocalizacion de nucleos (DAPI; panel A),
neurofilamento no fosforilado usando SMI32 (panel B) y progranulina de raton (panel C). Se identificaron neuronas
motoras primarias que expresan progranulina basandose en el tamafio de cuerpo celular e inmunorreactividad con
SMI32 (paneles B-D). Se encontré progranulina en la totalidad de las neuronas motoras excepto por el nucleo.
(Panel D) Canales fusionados de los tres fluoréforos. La barra de escala representa 20 um.

La figura 13 muestra progranulina expresada por neuronas motoras de ratén in vivo. Se examinaron las neuronas
motoras dentro de la médula espinal lumbar de ratones CD-1 de 8 semanas de edad. Inmunofluorescencia de la
parte de asta posterior de la médula lumbar para DAPI (panel A), neurofilamento no fosforilado usando el anticuerpo
SMI32 (panel B) y progranulina (panel C). (Panel D) Canales fusionados de los tres fluoréforos. La barra de escala
representa 30 um.

La figura 14 muestra la sobreexpresion de progranulina que da como resultado supervivencia celular en medio libre
de suero. Se cultivaron células NSC34 no transfectadas (primera barra), transfectantes sélo de vector estable
(NSC34-pcDNA; barra central) y células que sobreexpresan progranulina estables (NSC34-pcDNA-Pgrn; ultima
barra) en medio RPMI libre de suero. (Panel A). Se determinaron recuentos de células promedio por campo
(aumento 10x) a intervalos de tres dias mediante microscopia de contraste de fase durante quince dias. Las células
que sobreexpresan progranulina demuestran un aumento de supervivencia en comparacién con controles (los
asteriscos indican P<0,005). (Panel B) Ensayo de proliferacién celular basado en la incorporacion de BrdU durante
12 horas tras el cultivo durante 6 dias en medio libre de suero. La sobreexpresion de progranulina (segunda barra)
durante la privacion de suero no aumenta significativamente las tasas de proliferaciéon celular (P>0,1). (Panel C).
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Ensayo de apoptosis basado en el método de marcaje TUNEL tras 6 dias en medio libre de suero. La
sobreexpresion de progranulina (segunda barra) durante la privaciéon de suero protege frente a la apoptosis (los
asteriscos indican P<0,0001, prueba de la t de Student de dos colas).

La figura 15 muestra que la progranulina es un factor tréfico clave para la supervivencia celular durante hipoxia
cronica. Se transfectd de manera estable la linea celular NSC34 con vector sélo (pcDNA; primera barra) o
progranulina humana (pcDNA-Pgm; segunda barra). Se cultivaron las células en medio libre de suero o suero al 5%
dentro de una atmodsfera que consistia en oxigeno al 1% (tensidon de oxigeno reducida del 80%) durante 72 horas y
se contaron las células restantes usando un hemocitémetro (los asteriscos indican P<0,0001).

La figura 16 muestra que la sobreexpresion de progranulina da como resultado la busqueda de rutas neuronales
dinamicas y supervivencia celular en células NSC34. (Paneles A-C) Microscopia de contraste de fase de células
NSC34 transfectadas de manera estable con pcDNA3.1/Pgrn. (Paneles A y B) Micrografias de contraste de fase de
transcurso temporal a lo largo de un uUnico periodo de 3 horas que demuestran extension activa (flecha), retraccion
(punta de flecha) y reordenaciones macroscopicas (asteriscos) de procesos neuriticos, tras el mantenimiento de los
cultivos en medio libre de suero durante 20 dias. (Panel C) Supervivencia continuada y mantenimiento de una
morfologia de tipo neural tras 57 dias en medio libre de suero.

La figura 17 muestra que la sobreexpresion de progranulina da como resultado el desarrollo de morfologia neuronal
en células NSC-34. Imagenes de inmunofluorescencia de nucleos [DAPI] (paneles A, E, y I), actina F [tincién con
faloidina] (paneles B, F, y J), IHC de progranulina (paneles C, G, y H) y fusionados [nuclear/actina/progranulina]
(paneles D, H, y L). Se representan células NSC-34 de control no transfectadas (paneles A-D), células NSC-34
transfectadas de manera simulada (paneles E-H) y células que sobreexpresan progranulina (paneles I-H).
Obsérvese el citoplasma mas extenso con extensiones de proceso en las células que sobreexpresan progranulina
(paneles J-L). Aumento original 43x.

La figura 18 muestra la expresion de progranulina tras estrés neuronal agudo. En el dia 3 tras la axotomia, se
observa abundante inmunorreactividad con progranulina dentro de neuronas motoras con muy poca evidencia de
tincion no neuronal (panel A). El patrén de inmunotincién es punteado y distribuido de manera difusa en la totalidad
del citosol (panel C). En el dia 7, en cambio, la inmunotincion se observa ahora intensamente en los microgliocitos
(panel B), mientras que las neuronas motoras estan desprovistas de tincién con progranulina (panel D).

La figura 19 muestra el efecto protector de progranulina frente a la neurotoxina MPTP en células PC-12.

La figura 20 muestra el analisis inmunohistoquimico de la carga de amiloide tras la administracion intracerebral de
vector viral de o bien GFP o bien PGRN en ratones Tg2576 de edad avanzada. El panel A muestra microfotografias
representativas que presentan secciones frontales a través del hipocampo sometido a inmunotincién para detectar p-
amiloide (AB), tras tratamiento con o bien GFP lentiviral o bien PGRN lentiviral. El panel B muestra la evaluaciéon
cuantitativa de cambios en la carga de AB. En animales que recibieron PGRN lentiviral, fue evidente una reduccién
significativa en la carga de amiloide en el hipocampo ipsilateral (F247 = 5,86621, p < 0,0095, efecto principal del
tratamiento). Cada barra representa el area (pmz) media (£ E.E.M.) (n = 8) ocupada por inmunomarcaje de amiloide,
tal como se mide en 3 secciones a través del hipocampo (** dif. sig. con respecto al control de GFP lentiviral, p <
0,001)(dif. + sig. con respecto al hemisferio contralateral, p < 0,05).

La figura 21 muestra el analisis inmunohistoquimico de los efectos de MPTP sobre los recuentos de células TH" tras
la administracion intracerebral de vector viral de o bien GFP lentiviral (LV) o bien PGRN lentiviral. El panel A muestra
microfotografias de fluorescencia representativas que presentan secciones frontales a través de la SNc sometida a
inmunotincion para detectar TH, tras intoxicacion por MPTP. El panel B muestra la evaluacién cuantitativa de
recuentos de células TH* en la SNc. En animales que recibieron LV-GFP, la exposicién a MPTP dio como resultado
una reduccién significativa de los recuentos de células TH* (prueba de la t de Student, p = 0,0041), aunque no se
observé una pérdida de células significativa en aquellos animales que recibieron LV-PGRN (p = 0,64). Cada barra
representa el nimero medio (+ E.E.M.) (n = 4-6) de células TH* medido en 3 secciones a través de la SNc (** dif. sig.
con respecto al controles tratados con vehiculo, p < 0,001).

La figura 22 muestra la linea celular de neuronas motoras inmortalizadas (NSC-34) incubada con grmn Fy grmn D o
bien con proliferacién/supervivencia (grn F) o bien sin efecto (grn D).

La figura 23 muestra la supervivencia de Tg2576 tras la administracion intracerebral de lentivirus que expresan o
bien GFP o bien PGRN.

La figura 24 muestra recuentos de neuronas motoras espinales y actividad colina acetiltransferasa en ratones
tratados con lentivirus que expresan PGRN. El panel (A) muestra recuentos de neuronas motoras evaluados
mediante tincion de Nissl. El panel B muestra la evaluacion inmunohistoquimica de actividad colina acetiltransferasa
(ChAT) en células del asta anterior de ratones expuestos a BSSG tratados con solucion salina con relacion a todos
los demas grupos de tratamiento (paneles de la parte superior derecha de (B). las imagenes en (B) son
representativas y se toman de astas anteriores tanto a la izquierda como a la derecha (aumento inicial 100x). El
panel C muestra neuronas motoras positivas para ChAT en ratones control (tratados con solucion salina) y
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expuestos a BSSG.

La figura 25 muestra beta-sitosteril-glucésido (ng/ml) representado graficamente frente a la absorbancia de MTT
para células NSC-34 normales y un transfectante estable que sobreexpresa progranulina humana (NSC-34 hPGRN).
Se sembraron las células en placa a 8.000 células/pocillo y se mantuvieron en DMEM - FCS al 5% durante 72 horas
en presencia de diversas concentraciones de BSSG. Como control negativo para la proliferacion/supervivencia
celular se cultivaron una serie de pocillos sin BSSG o suero. Se ilustran las barras de error estandar junto con los
valores de P de <0,05 (*) 0 <0,001 (**).

La figura 26 muestra hPRRN (100 ng/ml) representada graficamente frente a la absorbancia. La proteina
progranulina (PGRN) recombinante humana a afnadida a las células NSC-34 en cultivo dio como resultado un
aumento de 2,5 veces (dia 4) de la supervivencia celular tras la privacion de suero. Las barras de error representan
la desviacion estandar de la media. Se midio la absorbancia a 570 nm.

La figura 27 muestra vistas laterales (parte anterior a la izquierda; parte posterior a la parte superior) de embriones
de preparacioén completa inmunomarcados con el Acm znp1 a 27 htf (paneles A-F). Paneles A, B, C: embriones a los
que se les inyecté progranulina MO. Paneles D, E: embriones a los que se les inyectdé progranulina-A-MO +100 pg
de ARNm de progranulina-A. Panel F: silvestre. Pérdida truncada o completa de nervios de axones motores (paneles
A y B; flechas negras y panel C). Se producen nervios/axones motores ramificados (panel B; puntas de flecha
negras), rescate parcial de axones motores (panel D; flechas blancas) y un aumento de los nervios/axones
ramificados (panel E; puntas de flecha blancas).

La figura 28 muestra vistas laterales (parte anterior a la izquierda; parte posterior a la parte superior) de embriones
de preparacién completa marcados con el Acm znp1 a 27 htf (paneles A-F) en embriones a los que se les inyecté
conjuntamente smn1 MO (paneles A y B), smn1 MO+100 pg de ARNm de progranulina-A (panel C), 100 pg de
ARNm de progranulina-A (paneles D y E) o silvestre (panel F). Se producen nervios de axones motores truncados
(panel A; flechas negras), nervios/axones motores ramificados (panel B; puntas de flecha negras), rescate de
nervios/axones motores (panel C; flecha blanca) y un aumento de los nervios/axones ramificados (panel C; puntas
de flecha blancas), nervios/axones ramificados (paneles D, E; puntas de flecha blancas) y axones motores normales
(panel F; doble punta de flecha). Barra de escala = 50 pum.

Descripcion detallada de la invencidn

Se proporcionan métodos y composiciones para tratar una enfermedad neurodegenerativa mediada por una
agresion ambiental a un paciente. En una realizacion ilustrativa, pueden tratarse pacientes con una enfermedad
neurodegenerativa administrando al paciente una composicion que comprende una progranulina, en los que el
tratamiento del paciente con la composicién que comprende una progranulina reduce los sintomas de la enfermedad
neuroldgica en el paciente.

En la realizacion ilustrativa descrita anteriormente, la enfermedad neurodegenerativa puede estar mediada por una
agresion ambiental.

En otra realizacion, se proporciona un método para reducir la muerte de células neuronales en un paciente. El
método comprende las etapas de administrar a un paciente con una enfermedad neurodegenerativa una cantidad
terapéuticamente eficaz de una progranulina, en el que la cantidad de una progranulina es eficaz para aumentar la
supervivencia o proliferacién de células neuronales en el paciente.

En la realizacion ilustrativa descrita anteriormente, la enfermedad neurodegenerativa puede estar mediada por una
agresion ambiental.

Tal como se usa en el presente documento “una progranulina” o “un polipéptido de progranulina” se refiere a un
polipéptido seleccionado de un polipéptido de SEQ ID NO. 2, un polipéptido con una homologia de
aproximadamente el 95%, aproximadamente el 96%, aproximadamente el 97%, aproximadamente el 98%, una
homologia de aproximadamente el 99% con SEQ ID NO. 2; un polipéptido de SEQ ID NO. 12, un polipéptido con
una homologia de aproximadamente el 95%, aproximadamente el 96%, aproximadamente el 97%,
aproximadamente el 98%, una homologia de aproximadamente el 99% con SEQ ID NO. 12; un polipéptido de SEQ
ID NO. 3, un polipéptido con una homologia de aproximadamente el 95%, aproximadamente el 96%,
aproximadamente el 97%, aproximadamente el 98%, una homologia de aproximadamente el 99% con SEQ ID NO.
3; un polipéptido de SEQ ID NO. 4, un polipéptido con una homologia de aproximadamente el 95%,
aproximadamente el 96%, aproximadamente el 97%, aproximadamente el 98%, una homologia de
aproximadamente el 99% con SEQ ID NO. 4; un polipéptido de SEQ ID NO. 5, un polipéptido con una homologia de
aproximadamente el 95%, aproximadamente el 96%, aproximadamente el 97%, aproximadamente el 98%, una
homologia de aproximadamente el 99% con SEQ ID NO. 5; un polipéptido de SEQ ID NO. 6, un polipéptido con una
homologia de aproximadamente el 95%, aproximadamente el 96%, aproximadamente el 97%, aproximadamente el
98%, una homologia de aproximadamente el 99% con SEQ ID NO. 6; un polipéptido de SEQ ID NO. 7, un
polipéptido con una homologia de aproximadamente el 95%, aproximadamente el 96%, aproximadamente el 97%,
aproximadamente el 98%, una homologia de aproximadamente el 99% con SEQ ID NO. 7; un polipéptido de SEQ ID
NO. 8, un polipéptido con una homologia de aproximadamente el 95%, aproximadamente el 96%, aproximadamente
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el 97%, aproximadamente el 98%, una homologia de aproximadamente el 99% con SEQ ID NO. 8; o un polipéptido
de SEQ ID NO. 9, un polipéptido con una homologia de aproximadamente el 95%, aproximadamente el 96%,
aproximadamente el 97%, aproximadamente el 98%, una homologia de aproximadamente el 99% con SEQ ID NO.
9.

Progranulina humana SEQ ID NO: 2

MWTLVSWVALTAGLVAGTRCPDGQFCPVACCLDPGGASY SCCRP
LLDKWPTTLSRHLGGPCQVDAHCSAGHSCIFTVSGTSSCCPFPEAVACGDGHHCCPRG
FHCSADGRSCFQRSGNNSVGAIQCPDSQFECPRDFSTCCVMVDGSWGCCPMPQASCCED
RVHCCPHGAFCDLVHTRCITPTGTHPLAKKLPAQRTNRAVALSSSVMCPDARSRCPDG
STCCELPSGKYGCCPMPNATCCSDHLHCCPQDTVCDLIQSKCLSKENATTDLLTKLPA
HTVGDVKCDMLEVSCPDGY TCCRLOSCAWGCCPFTQAVCCEDHIHCCPAGFTCDTQKGT

CEQGPHQVPWMEKAPAHLSLPDPQALKRDVPCDNVSSCPSSDTCCQLTSGEWGCCFPIP
FEAVCCSDHOQHCCPQGYTCVALGQCORGSEIVAGLEKMPARRASLSHPRDIGCDQHTSC
PYGQTCCPSLGGSWACCQLPHAVCCEDRQHCCPAGYTCONVKARSCEKEVVSAQPATFL
ARSPHVGVKDVECGEGHFCHDNQTCCRDNRQGWACCPYRQGVCCADRRHCCPAGFRCA
ARGTKCLRREAPRWDAPLRDPALRQLL

ADN de progranulina humana SEQ ID NO: 1

| ggcgagagga ageaggoage agagtealtt gagtagaaaa gaaacacage aticcaggct

61 ggeeccacet ctatatigat aagtagecaa tggpageggg tagecetgat cectggecaa
121 tggaaactga gotaggeggp teatcgeget ggggictgta gicigagege taccegglig
181 ctgetgecca aggacegegg agteggacac aggeagacca tgtggacect ggtgagetgg
241 gtggecttaa cagcagggct ggtggetgga acgegptgec cagatggtea gttctgecct
301 gtggcctget pectggacee cpgagpagee agetacaget getgeegtec cettctggac
361 aaatggeeca caacactgag caggeatetg ggiggeccel goeaggtiga tgeecactge
421 tetgeeggec acteetgeat clttacegte tcagggactt ceagttgotg ceectteeed

481 gaggecgtgg catgegggpa tggeeatcac tgetgeccac gggpcttcea ctgeagtyca
541 gacgggcgat cetgcticca aagatcaggl aacaactocg tggetaceat ceagtgccet
601 gatagilcagl lcgaaigeee ggacttctee acgtgetgty ttatggtega (gectectgg

661 gggtectgee ceatgeceea ggetteetge gtgaagaca gggteeaclg ctgtecgeac
721 gotgecttct gegacctggt teacaceege tgcateacac ceacgggeac ceaceeeclg
781 gcaaagaagce tcectgecca gaggactaac agggeaglgg ceilgieeag cteggicaty
841 tgtecggacg cacggteecg ggeectgat ggticlacet gelgtgaget geccagtggp
901 aagtatggcet getgeecaat geceaacgec acctgetget cegatcacet geactgetge
961 ccccaagaca ctgtgtgtya celgaiceag agtaagigec 1ctccaagga gaacgetace
1021 acggacctec teactaaget geetlgegeac acagtgeppy atgtgaaatg tgacatgpag
1081 gigageigee cagatgpcta tacctgelge cgtetacagt cggggecctp geoctgtge
114] cctittacce aggetptgte ctytgagpac cacatacact gotgtecege ggagtitacg
1201 tgtpacacge agaagggtac clglgaacag gggecceace agptpeeetg gatgpagaag
1261 geccecagele accicagect gecagaceea caagecttga agagagatgt coectgtgat
1321 aatgtcagea petgteccte ctecgatace tgetgecaac tcacgictgy ggaglgepac
1381 tgctgtecaa teccagagge tglctgetge teggaccace ageactgetg cooccaggge
1441 tacacgtgty tagetgaggs peaptgteag cgaggaagey apalcgtyggc tggaciggag
1501 aagatgecty cecgeeggge ftecttatee caccecagag acatcggctg tgaccageac
1561 aceagetgee cggtgggeca gacctgetge cogagectgg glgggagety gecclocgc
1621 cagttgecee atgetgigtg ctgegaggat cgecageact gelgeeegge tggetacace

1681 tgcaacgtya aggelegate ctgegagaag gaagtggtet ctgeccagec tgecacctic
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1741 ctggeecgta geeetcacgt gggtetgaag gacgtggagt giggogaage acactictge

1801 catgataacc agacctgetyg ccgagacaac cgacaggget gggectgelg teectacege

1861 cagggcgtet gitgtgetga teggegeeac tgetglecty ciggetteeg ctgegeagee

1921 agggptacea agtgtitgeg cagggagpee cogepctegy acgecccitt gaggpracceca

1981 gecttgagac agetpetytg aggpacagta clgaagacic tgeageecte gggaccecac

2041 teggaggelg coclelgele aggeetecet ageacctece cotaaceaaa tictecetgg

2101 aceecattet gagetceeea teaceatggy aggtugapcc teaatctaag geettecctg

2161 teagaagpgp gttetepcaa aagecacatt acaagetgee ateeceteee egtiteaglg

222] gaccctgteg ccaggtactt tiocctatee acapgeatut ttutgtutot pegcatptoc

2281 pttteaataa agliigtaca clitcaaaaa aaaaaaaaaa aaa
Progranulina de ratéon SEQ ID NO: 12

MWVLMSWLAFAAGLVAGTQCPDGQFCPVACCLDQGGANYSCCNP
LLDTWPRITSHHLDGSCQTHGHCPAGY SCLLTVSGTSSCCPFSKGVSCGDGYHCCPQG
FHCSADGKSCFQMSDNPLGAVQCPGSQFECPDSATCCIMVDGSWGCCPMPQASCCEDR
VHCCPHGASCDLVHTRCVSPTGTHTLLKKFPAQKTNRAVSLPFSVVCPDAKTQCPDDS
TCCELPTGKYGCCPMPNAICCSDHLHCCPODTVCDLIQSKCLSKNYTTDLLTKLPGYP
VKEVKCDMEVSCPEGYTCCRLNTGAWGCCPFAKAVCCEDHIHCCPAGFQCHTEKGTCE

MGILQVPWMKKVIAPLRLPDPQILKSDTPCDDITRCPTNNTCCKENSGDWGCCPIPEA
VCCSDNQICCPQGFTCLAQGYCQKGDTMVAGLEKIPARGTTPLQIGDIGCDQHTSCPYV
GQTCCPSLKGSWACCQLPHAVCCEDRQHCCPAGYTUNVKARTCEKDVDFIQPPVLLTL
GPKVGNVECGEGHFCHDNQTCCKDSAGVWACCPYLKGVCCRDGRIICCPGGFIICSARGT
KCLRKKIPRWDMFLRDPVPRPLL

ADN de progranulina de ratéon SEQ ID NO: 13

1 gagatgcctc Cccagggagoc ¢ggaccecoga cgcaggceaga ccalglggalt cclgatgage
61 tggctggect tegoeygcecagy getggtagoee ggaacacagt gtoocagatgg gecagttcotge
121 cectgttgecot gotgecttga ccagggagga gocaactaca gotgoclgtaa ccclcettctg
181 gacacatggc ctagaataac gagcoeatcal ctagatggct cctgocagac ccatqgocac
241 tgtcctoctg geotattettg tettcotcocact gtgtotggga cttecagetg ctgoocogtic
301 tctaagggtg tgtcttgtgg tgatggotac cactgctgeoe cccagggett ccaclgtagr
361 gcagatggga aatccectgert ccagatgtca gatasccoct tgggtgetgrn ccagtgtoet
421 «wggagecagt ttgaatgbtcc tgactcotgeo acctgotgeza tltatggltga tggttegtgg
181 qgatgttgtc ccatgcceca ggectettge tgtgaagaca gagtgeattg ctgococecat
547 ggygectcoot gtgacctggt tcacacacga tgeghttoeac ccacgggeac ccacacccta
60 ctaaagaagt tocctgoaca aaagaccaac aggaeaghgt otthgoottt tielgtegtg
667 tgcocootgatg ctaagaccca gtgtocegat gattotacct getgtgaget acccactgyg
721 aagtatggct geotgtocaat geceaatgon alcltgetgtt cocgaccacct gocactgetge
781 cocccaggaca ctgiatgiga cctgatccag agtaaghtgoee tal.ccaagaa clacaccacg
841 gatctcectga ccaagetgec tggataccca gtgaaggagg tgaagtgega catggaggtyg
901 agetgceectg aaggatatac ctgetgecge ctcaacacty gggcctgggyg ctgcetgteca
961 trtitgocaagy cogtgtgllg tgaggatcac attcocattgot gocoggcagg gtttcagtgr
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1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1821
1981
2041
2101

cacacagaga
atagecccce
ttcactaggt
tgtcccatee
acatgtctgg
atacctgccc
agctgeccag
ctgeoenatg
aatgtgaaqqg
acccteggee
cagacctgtt
tgctgtagag
adagtgtttgc
cecgotaclgr
agaggglaca
ctcatcctga
Lggaaagaag
gaccttgtgg
tgtgcgegtyg

aaggaacctg
teegectgee
gtcctacaaa
cagaggectgt
ctcaggggta
gccagacaac
tagggecaaac
ctgtgtgcotyg
cgaggacctyg
ctaaggttgg
gtaaagacag
atggacgtca
gaaagaagal
aaqggaaqqge
cactactcaqg
grraccetat
getgtggeeca
ccaggtgcto
tgegtgtgtt

SEQ ID NO: 3 hGrnA

DVKCDMEVS-CPDGYTCCRLQSGAWGCCPFTQAVCCEDHIHCCPAGITCDTQKGTC

EQ

SEQ ID NO: 4 hGrnB

-VMCPDARSRCPDGSTCCELPSGKYGCCPMPNATCCSDHLHCCPQDTVCDLIQSKCL

S

SEQ ID NO: 5 hGrnC

-VPCDNVSS-CPSSDTCCQLTSGEWGCCPIPEAVCCSDHQHCCPQGYTCVAEGQ-CQ

SEQ ID NO: 6 hGrnD

DIGCDQHTS-CPVGQTCCPSLGGSWACCQLPHAVCCEDRQHCCPAGYTCNVKARSC

E

SEQ ID NO: 7 hGrnE

DVECGEGHF-CHDNQTCCRDNRQGWACCPYRQGVCCADRRHCCPAGFRCAARGTK

CL

SEQ ID NO: 8 hGrnF

AIQCPDSQFECPDFSTCCVMVDGSWGCCPMPQASCCEDRVHCCPHGAFCDLVHTRCI

SEQ ID NO: 9 hGrnG

GGPCQVDAH-CSAGHSCIFTVSGTSSCCPFPEAVACGDGHHCCPRGFHCSADGRSCF

SEQID NO: 10grn D

AMDIGCDQHTS-CPVGQTCCPSLGGSWACCQLPHAVCCEDRQHCCPAGYTCNVKAR
SCE-KLAAALEHHHHHH

SEQIDNO:11gmn F
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cgaaatgygygt
agacccacadg
caatacctgc
ctgeotgeteca
ctgtcagaag
ccegetocaa
ctgetgacca
tgaggaccgg
tgagaaggat
gaatgtygag
tgcagyuagte
ctgltgeeco
tecclegetag
tacagactta
gactceectag
caccalggga
aaagocscogt
ticeocgagoen
getecaataa

atcctcraag
atcttgaaga
tgcaaaclca
gacaaccago
ggagacacaa
attggagata
agecctcaagg
cagcacktgtt
glLcgalttta
tgtggagaag
tgggeetget
gatggocttcco
gacatgtttt
aggaactcea
cgcctectee
ggtggagecet
atcaaactgc
acaggtgttoe
agtitgtaca

10

Ltaccctggat
gtgatacace
attctgggga
attgctgoce
tggtggetyyg
Lcgottgtga
qaagttgggc
gooogygeogyg
toccagootoo
ggeatitehg
gt.ooccraccet
actgticage
tgagggatce
cagtcectgygg
ccltaacgtet
caaactaaaa
catttotrtoc
tgtgagelig
cttte

gaagaaggtc
ttgtgatgac
ctgggqgectge
trcagggetta
cetggagaag
coagoatace
ctgctgecag
gtacacclgc
cgtgetccty
ccatgaltaac
aaagggtgtc
caggggaacac
ggteocaayga
aacccetgtic
ceocoggecta
ccottetttta
ggrtttotgtg
cllglgtgty
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AMAIQCPDSQFECPDFSTCCVMVDGSWGCCPMPQASCCEDRVHCCPHGAFCDLVHT
RCI-KLAAALEIIIITITIIE

Tal como conocen bien los expertos en la técnica, la alteracién de cualquier aminoacido no critico de una proteina
mediante sustitucion conservativa no debe alterar significativamente la actividad de esa proteina debido a que la
cadena lateral del aminoacido que se usa para reemplazar el aminoacido natural debe poder formar enlaces y
contactos similares que la cadena lateral del aminoacido que se ha reemplazado.

Son posibles sustituciones no conservativas siempre que estas no afecten en exceso a la actividad neuroprotectora
0 neuroregenerativa del polipéptido y/o reduzcan su eficacia en el tratamiento de enfermedades neurodegenerativas.

Tal como se conoce en la técnica, una “sustitucion conservativa” de un aminoacido o una “variante de sustitucion
conservativa” de un polipéptido se refiere a una sustitucion de aminoacido que mantiene: 1) la estructura del
esqueleto del polipéptido (por ejemplo, una estructura de lamina beta o hélice alfa); 2) la carga o hidrofobicidad del
aminoacido; y 3) la voluminosidad de la cadena lateral o una cualquiera o mas de estas caracteristicas. Mas
especificamente, las terminologias bien conocidas “residuos hidrofilos” se refieren a serina o treonina. “Residuos
hidréfobos” se refieren a leucina, isoleucina, fenilalanina, valina o alanina. “Residuos cargados positivamente” se
refieren a lisina, arginina o histidina. “Residuos cargados negativamente” se refieren a acido aspartico o acido
glutamico. Residuos que tienen “cadenas laterales voluminosas” se refieren a fenilalanina, triptéfano o tirosina.

La terminologia “sustituciones de aminoacido conservativas” se conoce bien en la técnica, que se refiere a la
sustitucion de un aminoacido particular por uno que tiene una caracteristica similar (por ejemplo, carga o
hidrofobicidad similar, voluminosidad similar). Los ejemplos incluyen acido aspartico por acido glutamico, o
isoleucina por leucina. Se facilita en la tabla 1 una lista de sustituciones de aminoacido conservativas ilustrativas.
Una variante de sustitucidon conservativa 1) tendra sélo sustituciones de aminoacido conservativas con relacion a la
secuencia original, 2) tendra una identidad de secuencia de al menos el 90% con respecto a la secuencia original,
preferiblemente una identidad de al menos el 95%, una identidad del 96%, una identidad del 97%, una identidad del
98% o una identidad del 99% o mayor; y 3) conservara la actividad neuroprotectora o neurorrestauradora. A este
respecto, se contempla cualquier variante de sustitucién conservativa de las secuencias de polipéptido descritas
anteriormente en el presente documento. Se considera que tales variantes son “una progranulina”.

TABLA 1

Para el aminoacido Sustituir por

Alanina D-Ala, Gly, Aib, B-Ala, L-Cys, D-Cys

Arginina D-Arg, Lys, D-Lys, Orn D-Orn

Asparagina D-Asn, Asp, D-Asp, Glu, D-Glu, Gin, D-
Gln

Acido aspartico D-Asp, D-Asn, Asn, Glu, D-Glu, GIn, D-
GIn

Cisteina D-Cys, S-Me-Cys, Met, D-Met, Thr, D-
Thr

Glutamina D-GlIn, Asn, D-Asn, Glu, D-Glu, Asp, D-
Asp

Acido glutamico D-Glu, D-Asp, Asp, Asn, D-Asn, GIn, D-
GIn

Glicina Ala, D-Ala, Pro, D-Pro, Aib, B-Ala

Isoleucina D-lle, Val, D-Val, Leu, D-Leu, Met, D-
Met

Leucina Val, D-Val, Met, D-Met, D-lle, D-Leu, lle

Lisina D-Lys, Arg, D-Arg, Orn, D-Orn

Metionina D-Met, S-Me-Cys, lle, D-lle, Leu, D-Leu,
Val, D-Val

Fenilalanina D-Phe, Tyr, D-Tyr, His, D-His, Trp, D-
Trp

Prolina D-Pro

Serina D-Ser, Thr, D-Thr, allo-Thr, L-Cys, D-
Cys

Treonina D-Thr, Ser, D-Ser, allo-Thr, Met, D-Met,
Val, D-Val

Tirosina D-Tyr, Phe, D-Phe, His, D-His, Trp, D-
Trp

Valina D-Val, Leu, D-Leu, lle, D-lle, Met, D-
Met
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En un aspecto ilustrativo, el estado patolégico neurodegenerativo puede incluir, pero no se limita a, enfermedad de
Parkinson y los parkinsonismos incluyendo paralisis supranuclear progresiva, enfermedad de Alzheimer y
enfermedad de las neuronas motoras (por ejemplo, esclerosis lateral amiotréfica); o cualquier otra enfermedad
neurodegenerativa mediada por un aumento de la muerte de células neuronales y una modificacion de la expresion
de progranulina.

En otra realizacién, se proporciona una composicion farmacéutica. La composicion farmacéutica comprende
cantidades terapéuticamente eficaces de progranulina y un portador farmacéuticamente aceptable, en la que las
cantidades terapéuticamente eficaces comprenden cantidades que pueden reducir o prevenir los sintomas de una
enfermedad neurodegenerativa mediada por una agresion ambiental a un paciente.

La dosificacion diaria unitaria de la composicién que comprende el polipéptido de progranulina puede variar
significativamente dependiendo del estado del paciente, el estado patolégico que esté tratdndose, la via de
administracion de progranulina y la distribucion tisular, y la posibilidad de uso conjunto de otros tratamientos
terapéuticos. La cantidad eficaz de una progranulina que va a administrarse al paciente se basa en el area de
superficie corporal, el peso del paciente, la evaluacion por parte del médico de estado del paciente, y similares. En
una realizacion ilustrativa, una dosis eficaz de una progranulina puede oscilar entre aproximadamente 1 ng/kg de
peso corporal del paciente y aproximadamente 1 mg/kg de peso corporal del paciente, mas preferiblemente entre
aproximadamente 1 ng/kg de peso corporal del paciente y aproximadamente 500 ng/kg de peso corporal del
paciente, y lo mas preferiblemente entre aproximadamente 1 ng/kg de peso corporal del paciente y
aproximadamente 100 ng/kg de peso corporal del paciente.

En otra realizacion ilustrativa, una dosis eficaz del polipéptido de progranulina puede oscilar entre aproximadamente
1 pg/kg de peso corporal del paciente y aproximadamente 1 mg/kg de peso corporal del paciente. En diversas
realizaciones ilustrativas, una dosis eficaz puede oscilar entre aproximadamente 1 pg/kg de peso corporal del
paciente y aproximadamente 500 ng/kg de peso corporal del paciente, entre aproximadamente 500 pg/kg de peso
corporal del paciente y aproximadamente 500 ng/kg de peso corporal del paciente, entre aproximadamente 1 ng/kg
de peso corporal del paciente y aproximadamente 500 ng/kg de peso corporal del paciente, entre aproximadamente
100 ng/kg de peso corporal del paciente y aproximadamente 500 ng/kg de peso corporal del paciente, y entre
aproximadamente 1 ng/kg de peso corporal del paciente y aproximadamente 100 ng/kg de peso corporal del
paciente.

En otra realizacion ilustrativa, una dosis eficaz del polipéptido de progranulina puede oscilar entre aproximadamente
1 ug/kg de peso corporal del paciente y aproximadamente 1 mg/kg de peso corporal del paciente. En diversas
realizaciones ilustrativas, una dosis eficaz puede oscilar entre aproximadamente 1 pg/kg de peso corporal del
paciente y aproximadamente 500 nug/kg de peso corporal del paciente, entre aproximadamente 500 ng/kg de peso
corporal del paciente y aproximadamente 500 ug/kg de peso corporal del paciente, entre aproximadamente 1 pg/kg
de peso corporal del paciente y aproximadamente 500 ng/kg de peso corporal del paciente, entre aproximadamente
0,1 ng/kg de peso corporal del paciente y aproximadamente 5 pg/kg de peso corporal del paciente, entre
aproximadamente 0,1 ug/kg de peso corporal del paciente y aproximadamente 10 ug/kg de peso corporal del
paciente, y entre aproximadamente 0,1 ng/kg de peso corporal del paciente y aproximadamente 100 ug/kg de peso
corporal del paciente.

La composicidon que comprende una progranulina se administra preferiblemente al paciente por via parenteral, por
ejemplo, por via intradérmica, por via subcutanea, por via intramuscular, por via intraperitoneal, por via intravenosa,
por via intraventricular, por via intratecal, por via intracerebral o por via intracordal (espinal). Alternativamente, la
composicion de progranulina puede administrarse al paciente mediante otros procedimientos utiles desde un punto
de vista médico, y pueden usarse cualquier dosis eficaz y forma de dosificacion terapéutica adecuada, incluyendo
formas de dosificacion de liberacién prolongada o sostenida. La administracion puede ser mediante inyeccion. La
composicion que comprende progranulina también puede administrarse usando una bomba lenta.

Los ejemplos de formas de dosificacion parenteral incluyen disoluciones acuosas del principio activo, en una
solucién salina isoténica, glucosa al 5% u otros portadores liquidos farmacéuticamente aceptables bien conocidos
tales como alcoholes liquidos, glicoles, ésteres y amidas. La forma de dosificacién parenteral puede estar en forma
de un liofilizado reconstituible que comprende una dosis de una composicion que comprende progranulina. En un
aspecto de la presente realizacion, puede administrarse cualquiera de varias formas de dosificacién de liberaciéon
prolongada o sostenida conocidas en la técnica tales como, por ejemplo, las matrices de hidratos de carbono
biodegradables descritas en las patentes estadounidenses n.®® 4.713.249; 5.266.333; y 5.417.982.

En una realizacion ilustrativa, se describen formulaciones farmacéuticas para su uso general con progranulinas para
la administraciéon parenteral que comprenden: a) una cantidad farmacéuticamente activa de la progranulina; b) un
agente tamponante del pH farmacéuticamente aceptable para proporcionar un pH en el intervalo de
aproximadamente pH 4,5 a aproximadamente pH 9; c) un agente de modificacion de la fuerza iénica en el intervalo
de concentracion de aproximadamente 0 a aproximadamente 250 milimolar; y d) un agente de modificacién de la
viscosidad soluble en agua en el intervalo de concentracion de aproximadamente el 0,5% a aproximadamente el 7%
del peso de férmula total o cualquier combinacion de a), b), ¢) y d).
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En diversas realizaciones ilustrativas, los agentes tamponantes del pH para su uso en las composiciones y los
métodos descritos en el presente documento son aquellos agentes que conoce el experto en la técnica e incluyen,
por ejemplo, tampones acetato, borato, carbonato, citrato y fosfato, asi como acido clorhidrico, hidréxido de sodio,
o6xido de magnesio, fosfato de monopotasio, bicarbonato, amoniaco, acido carbdnico, acido clorhidrico, citrato de
sodio, acido citrico, acido acético, hidrogenofosfato de disodio, bdrax, acido bédrico, hidroxido de sodio, acido
dietilbarbiturico y proteinas, asi como diversos tampones biolégicos, por ejemplo, TAPS, bicina, Tris, tricina, HEPES,
TES, MOPS, PIPES, cacodilato, MES.

En otra realizacion ilustrativa, los agentes de modulacién de la fuerza idnica incluyen aquellos agentes conocidos en
la técnica, por ejemplo, glicerina, propilenglicol, manitol, glucosa, dextrosa, sorbitol, cloruro de sodio, cloruro de
potasio y otros electrolitos.

Los agentes de modulacién de la viscosidad utiles incluyen pero no se limitan a, polimeros solubles en agua ionicos
y no iodnicos; polimeros de acido acrilico reticulados tales como la familia de los polimeros “carbémeros”, por
ejemplo, carboxipolialquilenos que pueden obtenerse comercialmente con la marca comercial Carbopol®; polimeros
hidréfilos tales como poli(6xidos de etileno), copolimeros de polioxietileno-polioxipropileno y poli(alcohol vinilico);
polimeros celuldsicos y derivados de polimeros celuldsicos tales como hidroxipropilcelulosa, hidroxietilcelulosa,
hidroxipropilmetilcelulosa, ftalato de hidroxipropilmetilcelulosa, metilcelulosa, carboximetilcelulosa y celulosa
eterificada; gomas tales como goma tragacanto y goma xantana; alginato de sodio; gelatina, acido hialurénico y
sales del mismo, quitosanos, gelanos o cualquier combinacion de los mismos. Se prefiere que no se empleen
agentes de potenciacion de la viscosidad acidos, tal como que se emplee un agente neutro o basico para facilitar
que se logre el pH deseado de la formulacién. Si se desea un gel uniforme, pueden afiadirse agentes dispersantes
tales como alcohol, sorbitol o glicerina, o puede dispersarse el agente gelificante mediante trituracién, mezclado
mecanico o agitacion, o combinaciones de los mismos. En una realizaciéon, el agente de potenciacion de la
viscosidad también puede proporcionar la base, analizado anteriormente. En una realizacion preferida, el agente de
modulacion de la viscosidad es celulosa que se ha modificado tal como mediante eterificacion o esterificacion.

En diversas realizaciones ilustrativas, se proporcionan composiciones de progranulina que pueden comprender la
totalidad o partes de polipéptidos de progranulina, solos o en combinacién con al menos otro agente, tal como un
excipiente y/o un compuesto estabilizante y/o un agente solubilizante, y pueden administrarse en cualquier, portador
farmacéutico biocompatible estéril, incluyendo, pero sin limitarse a, solucidon salina, solucién salina tamponada,
dextrosa, glucosa y agua. Excipientes adecuados son cargas de hidrato de carbono o proteina tales como azucares,
incluyendo lactosa, sacarosa, manitol o sorbitol; almidon de maiz, trigo, arroz, patata, etc.; celulosa tal como
metilcelulosa, hidroxipropilmetil-celulosa o carboximetilcelulosa sédica; y gomas incluyendo goma arabiga y goma
tragacanto; y proteinas tales como gelatina y colageno. Los agentes disgregantes o solubilizantes adecuados
incluyen agar, acido alginico o una sal del mismo tal como alginato de sodio.

En realizaciones ilustrativas, pueden administrarse polipéptidos de progranulina solos a un paciente, o en
combinacioén con otros agentes, farmacos u hormonas o en composiciones farmacéuticas en las que se mezclan con
excipiente(s) u otros portadores farmacéuticamente aceptables. En una realizacion, el portador farmacéuticamente
aceptable es farmacéuticamente inerte. En otra realizacion, pueden administrarse polipéptidos de progranulina solos
a un paciente que presenta una enfermedad neuroldgica.

Puede usarse cualquier régimen eficaz para administrar la composicion que comprende progranulina. Por ejemplo,
la composicion que comprende progranulina puede administrarse como una dosis Unica, o la composicién que
comprende progranulina puede dividirse y administrarse como un régimen diario de multiples dosis. Ademas, puede
usarse un régimen escalonado, por ejemplo, de uno a tres dias a la semana como alternativa al tratamiento diario, y
se considera que tal régimen diario intermitente o escalonado es equivalente al tratamiento cada dia. En una
realizacién, el paciente se trata con multiples inyecciones de la composicion que comprende progranulina para
disminuir la muerte de células neuronales. En otra realizacion, al paciente se le inyecta multiples veces (por ejemplo,
aproximadamente de 2 hasta aproximadamente 50 veces) la composicion que comprende progranulina, por ejemplo,
a intervalos de 12-72 horas o a intervalos de 48-72 horas. Pueden administrarse inyecciones adicionales de la
composicion que comprende progranulina al paciente con un intervalo de dias o meses después de la(s)
inyeccion/inyecciones inicial(es) y las inyecciones adicionales previenen la recurrencia de la enfermedad.
Alternativamente, la(s) inyeccién/inyecciones inicial(es) de la composicién que comprende progranulina puede(n)
prevenir la recurrencia de enfermedad.

En otra realizacion ilustrativa, pueden tratarse pacientes con una enfermedad neurodegenerativa administrando al
paciente una composicion que comprende un efector (por ejemplo, un ADN que codifica para una molécula
terapéutica, tal como ADN que codifican para progranulina o partes de progranulina), o combinaciones de efectores,
que modifican la expresién de progranulina, en el que tratamiento del paciente con la composicién que comprende el
efector que modifica la expresion de progranulina reduce los sintomas de la enfermedad neurolégica en el paciente.

AuUn en otra realizacidn, se proporciona una composicién farmacéutica. La composicion farmacéutica comprende
cantidades terapéuticamente eficaces de un efector que modifica la expresién de progranulina, y un portador
farmacéuticamente aceptable, en la que las cantidades terapéuticamente eficaces comprenden cantidades que
pueden reducir o prevenir los sintomas de una enfermedad neurodegenerativa.
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En otra realizacion, se proporciona un método para reducir la muerte de células neuronales en un paciente. El
método comprende las etapas de administrar a un paciente con una enfermedad neurodegenerativa una cantidad
terapéuticamente eficaz de un efector que modifica la expresion de progranulina, en el que la cantidad de efector es
eficaz para aumentar la supervivencia o proliferacion de células neuronales en el paciente. En otra realizaciéon
ilustrativa, la cantidad de efector es eficaz para aumentar la expresiébn de progranulina en neuronas. En
realizaciones ilustrativas adicionales, la cantidad de efector es eficaz para disminuir la expresion de progranulina en
células no neuronales.

En otra realizacion ilustrativa, pueden tratarse pacientes con una enfermedad neurodegenerativa mediada por limitar
a ADN que codifican para progranulina en partes de progranulina una agresion ambiental, administrando al paciente
una composicion que comprende un efector (por ejemplo, un ADN que codifica para una molécula terapéutica), o
combinaciones de efectores que modifican la expresion de progranulina, en el que el tratamiento del paciente con la
composicion que comprende el efector que modifica la expresion de progranulina reduce los sintomas de la
enfermedad neuroldgica en el paciente.

AuUn en otra realizacidn, se proporciona una composicion farmacéutica. La composicién farmacéutica comprende
cantidades terapéuticamente eficaces de un efector que modifica la expresién de progranulina, y un portador
farmacéuticamente aceptable, en la que las cantidades terapéuticamente eficaces comprenden cantidades que
pueden reducir o prevenir los sintomas de una enfermedad neurodegenerativa mediada por una agresién ambiental
a un paciente.

En otra realizacion, se proporciona un método para reducir la muerte de células neuronales en un paciente. El
método comprende las etapas de administrar a un paciente con una enfermedad neurodegenerativa mediada por
una agresion ambiental una cantidad terapéuticamente eficaz de un efector que modifica la expresion de
progranulina, en el que la cantidad de efector es eficaz para aumentar la supervivencia o proliferacion de células
neuronales en el paciente. En otra realizacion ilustrativa, la cantidad de efector es eficaz para aumentar la expresion
de progranulina en neuronas. En realizaciones ilustrativas adicionales, la cantidad de efector es eficaz para disminuir
la expresion de progranulina en células no neuronales.

Tal como se usa en el presente documento, “un efector que modifica la expresién de progranulina” significa un acido
nucleico (por ejemplo un ADN, un ADNc o un ARNm) que aumenta la expresion de progranulina en células diana.
Tal como se usa en el presente documento “células diana” comprenden células neuronales. La dosificacion diaria
unitaria de la composicion que comprende el efector que modifica la expresion de progranulina puede variar
significativamente dependiendo del estado del paciente, el estado patoldgico que esté tratandose, el peso molecular
del efector, su via de administracion y la distribucion tisular, y la posibilidad de uso conjunto de otros tratamientos
terapéuticos. La cantidad eficaz que va a administrarse al paciente se basa en el area de superficie corporal, el peso
del paciente y la evaluacién por parte del médico de estado del paciente. En una realizacion ilustrativa, una dosis
eficaz del efector puede oscilar entre aproximadamente 1 ng/kg de peso corporal del paciente y aproximadamente
1 mg/kg de peso corporal del paciente, mas preferiblemente entre aproximadamente 1 ng/kg de peso corporal del
paciente y aproximadamente 500 ng/kg de peso corporal del paciente, y lo mas preferiblemente entre
aproximadamente 1 ng/kg de peso corporal del paciente y aproximadamente 100 ng/kg de peso corporal del
paciente.

En otra realizacion ilustrativa, una dosis eficaz del efector puede oscilar entre aproximadamente 1 pg/kg de peso
corporal del paciente y aproximadamente 1 mg/kg de peso corporal del paciente. En diversas realizaciones
ilustrativas, una dosis eficaz puede oscilar entre aproximadamente 1 pg/kg de peso corporal del paciente y
aproximadamente 500 ng/kg de peso corporal del paciente, entre aproximadamente 500 pg/kg de peso corporal del
paciente y aproximadamente 500 ng/kg de peso corporal del paciente, entre aproximadamente 1 ng/kg de peso
corporal del paciente y aproximadamente 500 ng/kg de peso corporal del paciente, entre aproximadamente
100 ng/kg de peso corporal del paciente y aproximadamente 500 ng/kg de peso corporal del paciente, y entre
aproximadamente 1 ng/kg de peso corporal del paciente y aproximadamente 100 ng/kg de peso corporal del
paciente.

En otra realizacion ilustrativa, una dosis eficaz del efector puede oscilar entre aproximadamente 1 millén de
moléculas efectoras por peso del paciente de 70 kg y aproximadamente mil millones de moléculas efectoras por
peso del paciente de 70 kg. En diversas realizaciones ilustrativas, una dosis eficaz puede oscilar entre
aproximadamente 1 millén de moléculas efectoras por peso del paciente de 70 kg y aproximadamente 500 millones
de moléculas efectoras por peso del paciente de 70 kg, entre aproximadamente 200.000 efector moléculas per peso
del paciente de 70 kg y aproximadamente 200 millones de moléculas efectoras por peso del paciente de 70 kg, entre
aproximadamente 1 millén de moléculas efectoras por peso del paciente de 70 kg y aproximadamente 200 millones
de moléculas efectoras por peso del paciente de 70 kg.

La composicidon que comprende el efector que modifica la expresién de progranulina se administra preferiblemente al
paciente por via parenteral, por ejemplo, por via intradérmica, por via subcutanea, por via intramuscular, por via
intraperitoneal, por via intravenosa, por via intraventricular, por via intratecal, por via intracerebral o por via
intracordal (espinal). Alternativamente, la composicién que comprende el efector que modifica la expresion de
progranulina puede administrarse al paciente mediante otros procedimientos utiles desde un punto de vista médico,
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y pueden usarse cualquier dosis eficaz y forma de dosificacion terapéutica adecuada, incluyendo formas de
dosificacion de liberacién prolongada. Puede lograrse la administracion mediante inyeccion.

La composicion que comprende el efector que modifica la expresién de progranulina se inyecta preferiblemente por
via parenteral y tales inyecciones pueden ser inyecciones intradérmicas, inyecciones intraperitoneales, inyecciones
subcutaneas, inyecciones intramusculares, inyecciones intravenosas, inyecciones intraventriculares, inyecciones
intratecales, inyecciones intracerebrales o inyecciones intracordales (espinales). La composicion que comprende el
efector que modifica la expresién de progranulina también puede administrarse usando una bomba lenta.
Adicionalmente, las vias adecuadas pueden incluir, por ejemplo, la administracién oral o transmucosa. La
administracion terapéutica de un efector que modifica la expresion de progranulina de manera intracelular también
puede lograrse tal como se describe a continuacion. Los ejemplos de formas de dosificacion parenteral incluyen
disoluciones acuosas del principio activo, en una solucion salina isoténica, glucosa al 5% u otros portadores liquidos
farmacéuticamente aceptables bien conocidos tales como alcoholes liquidos, glicoles, ésteres y amidas. La forma de
dosificacién parenteral puede estar en forma de un liofilizado reconstituible que comprende una dosis de una
composicion que comprende un efector que modifica la expresién de progranulina. En un aspecto de la presente
realizacién, puede administrarse cualquiera de varias formas de dosificacion de liberacién prolongada conocidas en
la técnica tales como, por ejemplo, las matrices de hidratos de carbono biodegradables descritas en las patentes
estadounidenses n.”® 4.713.249; 5.266.333; y 5.417.982.

Puede usarse cualquier régimen eficaz para administrar la composicion que comprende el efector que modifica la
expresion de progranulina. Por ejemplo, la composicion que comprende el efector que modifica la expresion de
progranulina puede administrarse como una dosis Unica, o la composicion que comprende el efector que modifica la
expresion de progranulina puede administrarse en multiples dosis. Ademas, puede usarse un régimen escalonado,
por ejemplo, de uno a tres dias a la semana como alternativa al tratamiento diario, y se considera que tal régimen
diario intermitente o escalonado es equivalente al tratamiento cada dia. En una realizacion, el paciente se trata con
una o mas inyecciones de la composicidon que comprende el efector que modifica la expresion de progranulina. En
otra realizacidon, al paciente se le inyecta multiples veces (por ejemplo, de aproximadamente 2 hasta
aproximadamente 50 veces) la composicion que comprende el efector que modifica la expresion de progranulina,
por ejemplo, a intervalos de 12-72 horas o a intervalos de 48-72 horas. Pueden administrarse inyecciones
adicionales de la composicion que comprende el efector que modifica la expresion de progranulina al paciente con
un intervalo de dias o meses después de la(s) inyeccion/inyecciones inicial(es) y las inyecciones adicionales
previenen la recurrencia de enfermedad. Alternativamente, la una o mas inyecciones iniciales de la composicion que
comprende el efector que modifica la expresién de progranulina pueden prevenir la recurrencia de enfermedad.

En diversas realizaciones ilustrativas, las composiciones descritas en el presente documento comprenden una
secuencia de acido nucleico aislada y purificada que codifica para el gen de progranulina o una parte del mismo. Los
expertos en la técnica conocen bien métodos de purificacion de acidos nucleicos. En una realizacion, la secuencia
esta operativamente unida a secuencias reguladoras que dirigen la expresion del gen de progranulina. En
realizaciones adicionales, la secuencia esta operativamente unida a un promotor heterélogo. Todavia en
realizaciones adicionales, la secuencia esta contenida dentro de un vector. En algunas realizaciones, el vector esta
dentro de una célula huésped (por ejemplo, una célula neuronal).

Tal como se usa en el presente documento, el término “vector” se usa con referencia a moléculas de acido nucleico
que transfieren segmento(s) de ADN o ARNm a células en el paciente. El vector contiene la secuencia de acido
nucleico y secuencias de acido nucleico apropiadas necesarias para la expresiéon de la secuencia codificante de
acido nucleico operativamente unida en el paciente. Un vector puede expresar una molécula de acido nucleico
insertada en el vector y producir un polipéptido o una proteina. Las secuencias de acido nucleico necesarias para la
expresion incluyen habitualmente un promotor, un operador (opcional) y un sitio de union al ribosoma, a menudo
junto con otras secuencias tales como potenciadores y sefiales de terminacién y poliadenilacion.

Si se usa una célula para la administracion del &cido nucleico, el acido nucleico puede introducirse en la célula
mediante transduccion, transfeccion, microinyeccién o electroporacion de la célula con el acido nucleico. Una célula
de administracion puede transformarse, transducirse o transfectarse (por ejemplo, mediante precipitacion conjunta
de fosfato de calcio-ADN, transfeccion mediada por DEAE-dextrano, transfeccion mediada por Polybrene,
electroporacién, microinyeccién, fusién de liposomas, lipofeccion, fusidon de protoplastos, infeccién retroviral,
biolistica, etc.) mediante acidos nucleicos exdgenos o heterélogos cuando tales acidos nucleicos se han introducido
en el interior de la célula. Puede integrarse (unirse covalentemente) o no ADN transformante, por ejemplo, con ADN
cromosomico que compone el genoma de la célula de administraciéon. En células de mamifero, por ejemplo, puede
mantenerse ADN transformante en un elemento episdmico, tal como un plasmido. En una célula eucariota, una
célula transformada de manera estable es una en la que el ADN transformante se ha integrado en un cromosoma,
de modo que se hereda por células hijas a través de replicacion cromosomica.

Tal como se usa en el presente documento, el efector que modifica la expresion de progranulina puede comprender
un “acido nucleico de progranulina” y el acido nucleico de progranulina comprende una secuencia codificante de
progranulina completa o una secuencia homologa tal como se describe en el presente documento.

En otra realizacion ilustrativa, puede incorporarse un acido nucleico de progranulina en un vector y administrarse a
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un paciente mediante cualquier protocolo conocido en la técnica tal como los descritos en las patentes
estadounidenses n.”® 6.333.194, 7.105.342 y 7.112.668. En realizaciones ilustrativas, puede introducirse &cido
nucleico de progranulina o bien in vitro en una célula extraida de un érgano del paciente en el que luego vuelve a
introducirse en su cuerpo la célula modificada, o bien directamente in vivo en el tejido apropiado o bien usando un
constructo dirigido de vector-acido nucleico de progranulina. En diversas realizaciones ilustrativas, el acido nucleico
de progranulina puede introducirse en una célula o un érgano usando, por ejemplo, un vector viral, un vector
retroviral, o métodos no virales, tales como transfeccion, inyeccion de ADN desnudo, electroporacién, sonoporacion,
una “pistola génica” (por ejemplo, mediante disparo de particulas de oro recubiertas de ADN en células usando gas
a alta presion), oligdmeros sintéticos, lipocomplejos, policomplejos, virosomas o dendrimeros.

En una realizacién en la que se tratan células u 6rganos, el acido nucleico de progranulina puede introducirse en una
célula o un 6rgano usando un vector viral. El vector viral puede ser cualquier vector viral conocido en la técnica. Por
ejemplo, el vector viral puede ser un vector de adenovirus, un vector de lentivirus, un vector de retrovirus, un vector
de virus adenoasociado, un vector de herpesvirus, un vector de herpesvirus modificado, y similares. En otra
realizacion ilustrativa en la que se transfectan células, el acido nucleico de progranulina puede introducirse en una
célula mediante transfeccion de ADN directa (lipofeccion, transfeccion con fosfato de calcio, electroporacion con
DEAE-dextrano, y similares).

En diversas realizaciones ilustrativas, el acido nucleico de progranulina puede ser, por ejemplo, una molécula de
ADN, una molécula de ARN, una molécula de ADNc, o un constructo de expresiéon que comprende un acido nucleico
de progranulina.

Los acidos nucleicos de progranulina descritos en el presente documento pueden prepararse o aislarse mediante
cualquier medio convencional usado normalmente para preparar o aislar acidos nucleicos e incluyen los acidos
nucleicos de SEQ ID. No. (1) y (13). Por ejemplo, pueden sintetizarse quimicamente moléculas de ADN y ARN
usando reactivos y sintetizadores disponibles comercialmente mediante métodos que se conocen en la técnica. Los
acidos nucleicos de progranulina descritos en el presente documento pueden purificarse mediante cualquier medio
convencional usado normalmente en la técnica para purificar acidos nucleicos. Por ejemplo, los acidos nucleicos de
progranulina pueden purificarse usando métodos electroforéticos y kits de purificacién de acidos nucleicos conocidos
en la técnica (por ejemplo, kits Quigen). Los acidos nucleicos de progranulina adecuados para la administracion
usando un vector viral o para la introducciéon en una célula mediante transfeccion de ADN directa también pueden
prepararse usando cualquiera de los métodos recombinantes conocidos en la técnica.

También pueden usarse acidos nucleicos que tienen uniones internucleosidicas modificadas en las composiciones y
los métodos descritos en el presente documento. Pueden sintetizarse acidos nucleicos que contienen uniones
internucleosidicas modificadas usando reactivos y métodos que se conocen en la técnica, por ejemplo, métodos
para sintetizar acidos nucleicos que contienen uniones internucleosidicas fosfonato, fosforotioato, fosforoditioato,
fosforamidato, metoxietil-fosforamidato, formacetal, tioformacetal, diisopropilsililo, acetamidato, carbamato, dimetilen-
sulfuro (-CH; --S--CH> --), dimetilen-sulféxido (--CH» --SO--CH; --), dimetilen-sulfona (--CHz --SO; --CH> --), 2’-O-
alquilo y 2’-desoxi-2’-fluorofosforotioato.

Las secuencias de progranulina modificadas, por ejemplo, secuencias que difieren de la secuencia que codifica para
la progranulina nativa, también estan englobadas siempre que la secuencia modificada todavia codifique para una
proteina que presenta la actividad biolégica de la progranulina nativa a un nivel mayor o menor de actividad. Estas
secuencias de progranulina modificadas incluyen modificaciones provocadas por mutaciones puntuales,
modificaciones debidas a la degeneraciéon del codigo genético o variantes alélicas que se producen de manera
natural, y modificaciones adicionales que se introducen mediante ingenieria genética, para producir acidos nucleicos
de progranulina recombinantes.

Los acidos nucleicos de progranulina incluyen acidos nucleicos con una homologia del 95% con SEQ ID No. 1y 13 0
acidos nucleicos que se hibridan en condiciones de alta rigurosidad con el complemento de la secuencia codificante
de ADN para una progranulina, SEQ ID No. 1 6 13. Tal como se usa en el presente documento, el término
“hibridacion” se usa con referencia al apareamiento de acidos nucleicos complementarios. La hibridacion y la fuerza
de hibridacion (por ejemplo, la fuerza de la asociacion entre los acidos nucleicos) se ven afectadas por factores tales
como el grado de complementariedad entre los acidos nucleicos, la rigurosidad de las condiciones implicadas, la Tt
(temperatura de fusion) del hibrido formado y la razén G:C dentro de los acidos nucleicos. Tal como se usa en el
presente documento, el término “rigurosidad” se usa con referencia a las condiciones de temperatura, fuerza idnica y
la presencia de otros compuestos tales como disolventes organicos, en las que se llevan a cabo las hibridaciones de
acidos nucleicos.

En un ejemplo ilustrativo, “condiciones de alta rigurosidad” pueden significar hibridacion a 65°C en 5X SSPE y
formamida al 50%, y lavado a 65°C en 0,5X SSPE. En otro ejemplo ilustrativo, “condiciones de alta rigurosidad”
pueden significar hibridacion a 55°C en un tampoén de hibridacién que consiste en formamida al 50% (vol./vol.);
sulfato de dextrano al 10%; 1 x disolucién de Denhardt; fosfato de sodio 20 mM, pH 6,5; 5 x SSC; y 200 ug de ADN
de esperma de salmoén por ml de tampdn de hibridacion durante de 18 a 24 horas, y lavado cuatro veces (5 min cada
vez) con 2 x SSC; SDS al 1% a temperatura ambiente y luego lavado durante 15 min a 50-55°C con 0,1 x SSC. En
otro ejemplo ilustrativo, se describen condiciones para hibridacion de alta rigurosidad en Sambrook et al., “Molecular
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Cloning: A Laboratory Manual”, 32 ediciéon, Cold Spring Harbor Laboratory Press, (2001). En algunos aspectos
ilustrativos, se produce hibridacion a lo largo de la longitud completa del acido nucleico.

En diversas realizaciones de las composiciones y los métodos descritos en el presente documento, las sondas
pueden marcarse, tal como con compuestos fluorescentes, isétopos radiactivos, antigenos, biotina-avidina,
compuestos colorimétricos, u otros agentes de marcaje conocidos por los expertos en la técnica, para permitir la
deteccién y cuantificacion de ADN amplificado, tal como mediante PCR en tiempo real. En realizaciones ilustrativas,
los marcadores pueden incluir 6-carboxifluoresceina (FAM™), TET™ (tetracloro-6-carboxifluoresceina), JOE™ (2,7-
dimetoxi-4,5-dicloro-6-carboxifluoresceina), VIC™, HEX (hexacloro-6-carboxifluoresceina), TAMRA™ (6-carboxi-
N,N,N’,N’-tetrametilrodamina), BHQ™, SYBR® Green, Alexa 350, Alexa 430, AMCA, BODIPY 630/650, BODIPY
650/665, BODIPY-FL, BODIPY-R6G, BODIPY-TMR, BODIPY-TRX, Cascade Blue, Cy3, Cy5,6-FAM, fluoresceina,
Oregon Green 488, Oregon Green 500, Oregon Green 514, Pacific Blue, REG, Rhodamine Green, Rhodamine Red,
ROX y/o Texas Red.

La deteccién de hibridacion de alta rigurosidad en el contexto de la presente invencion indica fuerte similitud
estructural u homologia estructural (por ejemplo, estructura de nucleétidos, composicién, disposicion u orden de
bases) con, por ejemplo, los acidos nucleicos proporcionados en el presente documento.

También estan incluidas moléculas de acido nucleico que tienen una homologia de aproximadamente el 80%,
aproximadamente el 85%, aproximadamente el 90%, aproximadamente el 95%, el 96%, el 97%, el 98% y el 99%
con la secuencia codificante de ADN para una progranulina, SEQ ID No. 1 6 13. Tal como se usa en el presente
documento, el porcentaje de homologia entre dos secuencias es equivalente al porcentaje de identidad entre las
secuencias. La determinacidon del porcentaje de identidad u homologia entre secuencias puede realizarse, por
ejemplo, usando el programa GAP (software del Genetic Computer Group; ahora disponible a través de Accelrys en
http://www.accelrys.com), y pueden realizarse alineaciones usando, por ejemplo, el algoritmo ClustalW (software
VNTI, InforMax Inc.). Puede buscarse una base de datos de secuencias usando la secuencia de acido nucleico de
interés. Los algoritmos para las busquedas en base de datos se basan normalmente en el software BLAST (Altschul
et al., 1990). En algunas realizaciones, el porcentaje homologia o identidad puede determinarse a lo largo de la
longitud completa del acido nucleico.

Tal como se usa en el presente documento, el término “complementario” se refiere a la capacidad de secuencias de
nucleodtidos de purina y pirimidina para asociarse a través de enlaces de hidrégeno para formar moléculas
bicatenarias de acido nucleico. Guanina y citosina, adenina y timina, y adenina y uracilo son complementaros y
pueden asociarse a través de enlaces de hidrégeno, lo que da como resultado la formacion de moléculas
bicatenarias de acido nucleico cuando dos moléculas de acido nucleico tienen secuencias “complementarias”. Las
secuencias complementarias pueden ser secuencias de ADN o ARN. Las secuencias de ADN o ARN
complementarias se denominan “complemento”. La complementariedad puede ser “parcial”, en la que sélo algunas
de las bases de los acidos nucleicos se aparean segun las reglas de apareamiento de bases. O si no, puede haber
complementariedad “completa” o “total” entre los acidos nucleicos.

En realizaciones ilustrativas, la enfermedad neurodegenerativa estd mediada por una agresion ambiental al
paciente. Tal como se usa en el presente documento, una enfermedad neurodegenerativa mediada por una agresion
ambiental al paciente significa una enfermedad que esta provocada por una agresion ambiental y no esta provocada
por una mutacion heredable del gen de progranulina que modifica la expresién de progranulina. Una mutacion
heredable a una mutacién permanente en el ADN de un paciente que puede transmitirse a la descendencia del
paciente. Sin embargo, estas realizaciones ilustrativas no pretenden excluir la influencia de variantes alélicas de
genes modificadores, que estan implicados, por ejemplo, en el metabolismo de la neurotoxina, que hace que un
individuo sea mas o menos sensible al desarrollo de la enfermedad neurodegenerativa. Tal como se usa en el
presente documento, estos genes modificadores pueden madificar la evolucién del desarrollo de la enfermedad.

La enfermedad neurodegenerativa mediada por una agresiéon ambiental al paciente puede ser una enfermedad
esporadica vinculada con factores ambientales que provocan la muerte de células neuronales directa o
indirectamente mediante la modificaciéon de la expresion génica. En otras diversas realizaciones ilustrativas, la
agresion ambiental se deriva de la dieta del paciente o es el resultado de sintesis endégena, o ambos. En una
realizacion ilustrativa, la agresién ambiental provoca la sintesis de un compuesto que produce un efecto perjudicial in
vivo. Puede producirse la muerte de células neuronales mediante cualquier variedad de medios incluyendo, pero sin
limitarse a, excitotoxicidad o estrés oxidativo. Por ejemplo, se describen diversos medios mediante los que toxinas
ambientales conducen a muerte de células neuronales en la publicacion de solicitud de patente estadounidense n.°
2006-0252705.

En otra realizacion ilustrativa, el estado patolégico neurodegenerativo estd mediado por una excitotoxina. Las
excitotoxinas son una clase de sustancias que dafian las neuronas a través de hiperactivacidon de receptores, por
ejemplo, receptores para el neurotransmisor excitador glutamato, lo que conduce a muerte de células neuronales.
Los ejemplos de excitotoxinas incluyen aminoacidos excitadores, que pueden producir lesiones en el sistema
nervioso central. Los ejemplos adicionales de excitotoxinas incluyen, pero no se limitan a, glucésido de esterol,
incluyendo beta-sitosterol-beta-D-glucésido y glucésido de colesterol, sulfoximina de metionina, y otras sustancias
que se sabe en la técnica que inducen reacciones neuroexcitotdxicas en un paciente. En una realizacion ilustrativa,
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la excitotoxina es un glucdsido de esterol. En realizaciones ilustrativas adicionales, el glucésido de esterol se
selecciona del grupo que consiste en beta-sitosterol-beta-D-glucésido y glucdsido de colesterol, o analogos o
derivados de los mismos.

En una realizacién ilustrativa, la enfermedad neurodegenerativa se selecciona del grupo que consiste en
enfermedad de Parkinson, enfermedad de Alzheimer y ELA. Las enfermedades neuroldgicas, incluyendo
enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Parkinson y ELA, dan como resultado generalmente déficits conductuales
que pueden observarse clinicamente. Estas enfermedades seleccionan como diana poblaciones de neuronas,
conduciendo a sintomas neuropatologicos y conductuales. La enfermedad de Alzheimer implica la muerte de
neuronas de diversas regiones de la corteza cerebral y el hipocampo y da como resultado la pérdida de funciones
cognitivas tales como memoria y aprendizaje. La enfermedad de Parkinson da como resultado la degeneracién de
partes del sistema nigroestriado. Las fases iniciales implican la pérdida de prolongaciones terminales de neuronas
que contienen dopamina de la sustancia negra. A su vez, los cuerpos de las células neuronales en la sustancia
negra mueren, teniendo un impacto sobre el control motor y conduciendo a temblores y alteraciones de la marcha.

Un ejemplo de una enfermedad de las neuronas motoras es la esclerosis lateral amiotréfica (ELA). ELA implica
principalmente la pérdida de neuronas motoras espinales y corticales, lo que conduce a una pardlisis creciente y
eventualmente a la muerte. Los primeros sintomas de ELA incluyen pero no se limitan a, pie caido o debilidad en las
piernas, los pies o los tobillos de un paciente, debilidad en las manos o torpor, calambres musculares y
fasciculaciones en los brazos, hombros y la lengua. ELA afecta generalmente a la masticacion, al habla y a la
respiracion, y eventualmente conduce a paralisis de los musculos requeridos para realizar estas funciones. Se
expone una revision de diversas enfermedades neuroldgicas en Shaw et al., Neuroscience and Biobehavioral
Reviews, 27: 493 (2003). El método y las composiciones de la presente invencion pueden usarse para aplicaciones
tanto de medicina clinica en seres humanos como de medicina veterinaria. Las composiciones y los métodos
descritos en el presente documento pueden usarse solos, o en combinacion con otros métodos o composiciones.

En otra realizacion ilustrativa, pueden tratarse pacientes con una enfermedad neurodegenerativa mediada por una
agresion ambiental administrando al paciente una composicién que comprende un efector (por ejemplo, un ADN que
codifica para una molécula terapéutica), o combinaciones de efectores que modifican la expresién de progranulina,
en el que el tratamiento del paciente con la composicion que comprende el efector que modifica la expresion de
progranulina reduce los sintomas de la enfermedad neurolégica en el paciente. Cualquiera de las realizaciones
anteriores usando efectores que median en la expresion de progranulina son aplicables a esta realizacion.

AuUn en otra realizacidn, se proporciona una composicion farmacéutica. La composicién farmacéutica comprende
cantidades terapéuticamente eficaces de un efector que modifica la expresién de progranulina, y un portador
farmacéuticamente aceptable, en la que las cantidades terapéuticamente eficaces comprenden cantidades que
pueden reducir o prevenir los sintomas de una enfermedad neurodegenerativa mediada por una agresién ambiental
a un paciente. Cualquiera de las realizaciones anteriores usando efectores que median en la expresion de
progranulina son aplicables a esta realizacion.

En otra realizacion, se proporciona un método para reducir la muerte de células neuronales en un paciente. El
método comprende las etapas de administrar a un paciente con una enfermedad neurodegenerativa mediada por
una agresion ambiental una cantidad terapéuticamente eficaz de un efector que modifica la expresion de
progranulina, en el que la cantidad de efector es eficaz para aumentar la supervivencia o proliferacion de células
neuronales en el paciente. En otra realizacion ilustrativa, la cantidad de efector es eficaz para aumentar la expresion
de progranulina en neuronas. En realizaciones ilustrativas adicionales, la cantidad de efector es eficaz para disminuir
la expresion de progranulina en células no neuronales. Cualquiera de las realizaciones anteriores usando efectores
que median en la expresion de progranulina son aplicables a esta realizacion.

EJEMPLO 1
ANIMALES

Se llevaron a cabo experimentos in vivo usando ratones CD-1 macho de 5-7 meses de edad criados en colonia
adquiridos de Charles River (Wilmington, MA).

EJEMPLO 2
MICROSCOPIA

Se capturaron la microscopia y todas las microfotografias de secciones de ratén usando una camara Motic B5
Professional serie 3.0 (Motic Instruments Inc., Richmond, Canada) y un microscopio Zeiss Axiovert Epiflorescence
2000. Se analizaron los datos usando Motic B5 Professional, Motic Images Advanced 3.0 y Zeiss Axiovert Zoom
Axiovision 3.1 con AxioCam HRM.

EJEMPLO 3
ANALISIS ESTADISTICO
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Para experimentos conductuales e histoldgicos, se usaron los valores para cada ratén en las tareas individuales
para calcular medias + E.E.M. para cada grupo. Se compararon las medias usando una prueba de la t de dos colas,
para datos independientes o ANOVA de un factor. Se realizé una prueba de Tukey post hoc para comparar todas las
medias después de las pruebas de ANOVA (GraphPad Prism, San Diego, CA).

EJEMPLO 4

DISMINUCION PROGRESIVA EN EL REFLEJO DE EXTENSION DE LAS PIERNAS TRAS EXPOSICION A
ESTERIL-GLUCOSIDO SINTETICO

Se alimentaron ratones CD-1 macho de tres meses de edad con 100 mg/dia de BSSG sintético durante 15 semanas,
luego se permitid que envejeciesen con una dieta de comida de laboratorio normal. Se midié la extension de las
piernas semanalmente desde el inicio del experimento. Los resultados se muestran en la figura 1. Se realizaron
pruebas tal como se describe en Wilson et al., 2004 y Wilson et al., 2005. Ningun analisis de regresion lineal
demuestra una diferencia significativa a * = p < 0,0001 (representado graficamente desde la semana 0-32) en los
datos para los ratones de control y los ratones alimentados con BSSG. Incluso tras el cese de la exposicion a BSSG,
la disminucion del reflejo de extension de las piernas en los ratones alimentados con BSSG continu6 progresando en
la duracion del experimento.

Se uso la prueba del reflejo de extension de las piernas como medida de la disfuncién de las neuronas motoras
(Barneoud y Curet, 1999). Se alter6 esta prueba para discriminar entre conductas mas sutiles, creando una escala
de desde 0 hasta 4. Esta prueba con escala muestra la pérdida progresiva de funcién ya que el reflejo normal
habitualmente se deteriora progresivamente a temblores y luego a retraccion total. Esta escala permite la medida de
la progresion de manera continua a lo largo del tiempo. Se asigna una puntuacion de 0-4 basandose en la respuesta
mostrada por el raton tal como sigue:

4: Extension completa de ambas piernas (normal).

3: Las dos piernas extendidas con ligeros temblores y/o pinzamiento en una pierna.
2: Una pierna extendida, 1 retraida, o temblores en ambas piernas.

1: Una pierna retraida, temblores en la otra pierna.

0: Ambas piernas retraidas.

EJEMPLO 5

DISMINUCION PROGRESIVA DE LA ACTIVIDAD MOTORA EN CAMPO ABIERTO TRAS EXPOSICION A
ESTERIL-GLUCOSIDO SINTETICO

Se usaron los mismos ratones expuestos a BSSG en el ejemplo 4 para analizar la actividad motora en campo
abierto. * = p < 0,05 (prueba de la t de Student). Los resultados se muestran en la figura 2. Los ratones alimentados
con BSSG mostraron significativamente una disminucién del movimiento tal como se midié mediante el cruce de
rejilla en la semana 28 en comparaciéon con controles. Tras el cese de la exposicion a BSSG, se observo que la
disminucion en la actividad motora en campo abierto progresaba con el tiempo.

Para el analisis de la actividad motora en campo abierto, se pusieron los ratones en un campo abierto redondo (de
2 m de diametro) durante 5 minutos y se registraron los movimientos usando una camara de video para medir la
emotividad y la exploracion (actividad motora espontanea) (Karl et al., 2003). Se reprodujeron videos en una TV y se
cubrié la rejilla circular sobre la pantalla de TV. Se registraron los cruces de rejilla.

EJEMPLO 6

PERDIDA PROGRESIVA DE NEURONAS MOTORAS TRAS EXPOSICION DURANTE 10 SEMANAS A ESTERIL-
GLUCOSIDO SINTETICO

Se alimentaron ratones CD-1 macho de seis meses de edad con dosis variables de BSSG sintético durante 10
semanas, luego se permitié que envejecieran durante 1 mes con una dieta de comida normal antes del sacrificio
(véase la figura 3, paneles A-C). Se cuantificaron las neuronas motoras en la médula lumbar, mediante tincién de
Nissl e inmunohistoquimica (IHC) de colina acetiliransferasa (ChAT), tal como se muestra en la figura 3A. Se
cuantificaron las neuronas motoras en la corteza motora en la que se detectaron las neuronas mediante IHC frente a
CTIP2 (altamente expresada en neuronas motoras corticoespinales), tal como se muestra en la figura 3C. Se
detectd caspasa-3 activada en la médula espinal lumbar (asta posterior) mediante IHC, tal como se muestra en la
figura 3B. Se cuantificaron las neuronas motoras en la médula espinal lumbar de los animales que se permitié que
envejecieran durante 5 meses tras el cese de BSSG, tras la tincidon de Nissl, tal como se muestra en la figura 3D (* P
< 0,01, ANOVA). Se observa una pérdida progresiva de neuronas motoras cuando se permitié que envejeciesen los
ratones en ausencia de exposicién a BSSG adicional.
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Se tifieron secciones de médula espinal lumbar con violeta de cresilo y se contaron las neuronas motoras del asta
posterior bajo un objetivo 40X. Se incluyeron todas las neuronas motoras en el campo de vision en los resultados.
Se usaron multiples secciones (N=6) de cada raton. Se realizaron los recuentos en secciones de médula espinal que
estaban separadas al menos 150 um (en el plano rostrocaudal) asegurandose de que no se contaban neuronas
motoras dos veces. Ademas, los recuentos incluyeron todas las neuronas motoras evidentes incluyendo neuronas
motoras que pueden haber parecido atréficas o dafiadas.

Se realiz6é el marcaje de caspasa-3 activa (Promega, Madison, WI) tal como sigue. Se identificaron los niveles de
caspasa-3 activa mediante inmunohistoquimica basandose en el trabajo previo (Schulz et al., 2003; Wilson et al.,
2005). En resumen, se incubaron secciones preparadas en portaobjetos en disolucién de bloqueo durante 2 horas y
luego con el anticuerpo primario (Casp-3 1:250, producido en conejo) durante la noche a temperatura ambiente. Se
enjuagaron las secciones y se incubaron en anticuerpos secundarios fluorescentes (anticuerpo anti-IgG de conejo
1:200, Vector Laboratories Inc., Burlingame, CA) durante 2 horas. Se visualizaron las secciones usando microscopia
de fluorescencia. Se usé medio de preparacién con DAPI (Vector Laboratories, Inc., Burlingame, CA) para la
contratincion de todos los nucleos.

Después de las pruebas conductuales, se anestesiaron todos los animales con halotano y se perfundieron mediante
perfusion con puncién cardiaca con PBS helado y paraformaldehido (PFA) al 4%. Luego se sumergieron muestras
de cerebro y médula espinal en PFA al 4%, durante 2 dias, se crioprotegieron en sacarosa al 20%, disolucion de
azida de sodio al 0,5% durante 1 dia, y se congelaron hasta la obtencion de secciones para la inmunohistoquimica.
Este ensayo puede realizarse mediante cualquier procedimiento de tincién inmunohistoquimica conocido en la
técnica.

EJEMPLO 7

HIBRIDACIQN IN SITU PARA DETECTAR LA EXPRESION DE PROGRANULINA EN EL TRONCO ENCEFALICO
DE UN RATON NORMAL

Se realiz6 ISH usando ribosondas antisentido especificas de progranulina en cerebro de raton adulto normal
incrustado en parafina cortado en seccidn sagital. Se detectaron altos niveles de expresion de progranulina en
células grandes que tenian una morfologia neuronal, tal como se muestra en la figura 4A a un aumento 10X y la
figura 5A a un aumento 40X.

La figura 4B y la figura 5B muestran secciones de control a un aumento 10X y un aumento 40X, respectivamente,
incubadas con sondas sentido.

EJEMPLO 8

HIBRIDACION IN SITU PARA DETECTAR LA EXPRESION, DE PROGRANULINA EN CELULAS DEL ASTA
ANTERIOR DE LA MEDULA ESPINAL CERVICAL DE UN RATON NORMAL

Se realizé6 ISH usando ribosondas antisentido especificas de progranulina en secciones congeladas de médula
espinal de raton adulto normal cortada en seccidn transversal. Se detectaron altos niveles de expresion de
progranulina en las neuronas motoras del asta anterior, tal como se muestra en la figura 6A frente a una seccién de
control mostrada en la figura 6B, incubada con una sonda sentido.

EJEMPLO 9

DISMINUCION DE LA EXPRESIQN DE PROGRANULINA EN LA CORTEZA MOTORA DE RATONES
ALIMENTADOS CON HARINA DE CICADA LAVADA

Se alimentaron ratones CD1 macho adultos con una dieta de o bien comida normal o bien comida que contenia 1
gramo al dia de harina de cicada lavada. Tras 10 semanas de alimentacién, se sacrificaron los ratones y se realizé
ISH usando ribosondas especificas de progranulina en secciones congeladas de corteza motora. Se detectaron altos
niveles de expresion de progranulina en las capas 4-5 de la corteza del ratéon de control usando una sonda
antisentido (figura 7A). En cambio, usando una sonda antisentido, la corteza del ratén alimentado con cicada
presentd una expresion reducida de progranulina tal como se muestra en la figura 7B. Hubo una disminuciéon de la
expresion de progranulina para cada célula en el tejido del raton alimentado con cicada. No hubo evidencia de
perturbacién macroscopica de la arquitectura de la corteza tras el tratamiento con cicada. La figura 7C muestra una
seccioén de control incubada con una sonda sentido (aumento 10X). En las figuras 8A-C, se representan las mismas
secciones mostradas en la figura 7 a un mayor aumento (aumento 40X).

EJEMPLO 10

LA EXPOSICION A BSSG SINTETICO DA COMO RESULTADO LA DISMINUCION DE LA EXPRESION DE
PROGRANULINA EN MEDULA ESPINAL CERVICAL

Se alimentaron ratones CD1 macho adultos con una dieta de o bien comida normal o bien comida que contenia
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1000 pg al dia de BSSG sintético. Tras 10 semanas de alimentacién con comida que contenia BSSG y un mes
adicional con comida de laboratorio normal, se sacrificaron los ratones y se realizd ISH usando ribosondas
antisentido especificas de progranulina en secciones congeladas de médula espinal cervical cortada en seccién
transversal. Se detectaron altos niveles de expresion de progranulina en las células del asta anterior del ratéon de
control tal como se muestra mediante la seccion en la figura 9A. En el raton tratado con BSSG (seccién mostrada en
la figura 9B), la expresién de progranulina tanto disminuyé de intensidad como se observé en menos células del asta
anterior. En la figura 9C, se muestra una seccién de control negativo, incubada con una sonda sentido.

EJEMPLO 11

EL AUMENTO DE LA EXPOSICION A BSSG DA COMO RESULTADO NEUROPATOLOGIA Y PERDIDA DE LA
EXPRESION DE PROGRANULINA MAS PRONUNCIADAS EN MEDULA ESPINAL CERVICAL

Se alimentaron ratones CD1 macho adultos con una dieta de comida que contenia 10, 100 6 1000 ng al dia de
BSSG sintético. Tras 10 semanas de alimentaciéon con comida que contenia BSSG y un mes adicional con comida
de laboratorio normal, se sacrificaron los ratones y se realizé ISH usando ribosondas especificas de progranulina en
secciones congeladas de médula espinal cervical cortada en seccion transversal. Se asocié una neuropatologia mas
pronunciada con el aumento de la exposicion a BSSG. Una pérdida progresiva de células que expresan progranulina
y que presentan una morfologia de neuronas motoras es evidente con el aumento de exposicién a BSSG.
Adicionalmente, existe una pérdida mas pronunciada de la expresion de progranulina por célula a medida que
aumenta la exposicion a BSSG. Los ratones evaluados en las figuras 9 y 10 son los mismos ratones analizados en
el ejemplo 3, en los que se observé una pérdida dependiente de la dosis de la salud de las neuronas motoras en la
médula espinal lumbar (véase la figura 3, paneles A, B y D).

EJEMPLO 12

EL SILENCIAMIENTO DE LA EXPRESION DE PROGRANULINA EN PEZ CEBRA CONDUCE A PERDIDA DE
CELULAS DEL ASTA ANTERIOR

Cepas y cria de peces cebra

Se adquirieron peces cebra silvestres (cepa zdr) de Aquatica Tropicals Inc. (Plant City FL) y se mantuvieron en un
ciclo de luz/oscuridad de 14 h/10 h a 28,5°C en un acuario de laboratorio (Allantown Aquaneering, Allantown, NJ). Se
alimentaron los peces dos veces al dia, y se criaron tal como se describe en otro documento (Mullins et al, 1994). Se
recogieron embriones para estudios de desarrollo de los tanques y se clasificaron segun criterios convencionales
(Kimmel et al, 1995) y por horas tras la fecundacion (htf).

Microinyecciones de embriones

Se resuspendieron oligonucleétidos de morfolino (Gene Tools LLC, Philomath OR) en 100 ul de agua estéril a una
concentracién de 25 ng/ul. Las disoluciones de inyeccion consistieron en oligonucledtidos de morfolino (MO) 1-15
ng/nl diluido en tampén Danieu (NaCl 58 mM, KCI 0,7 mM, MgSO4 0,4 mM, Ca(NOs), 0,6 mM, HEPES 5,0 mM; pH
7,6), y se incluyé rojo fenol al 0,05% como trazador visual (Nasevicius et al, 2000). Se inyectaron embriones de pez
cebra en las fases de 1y 2 células con 1-15 ng de MO/embrién. Los oligonucleétidos de morfolino se disefiaron para
seleccionar como diana la 5-UTR de pgrn-a de pez cebra y los controles son tal como sigue:

MO2-UTR, 5'-GAGCAGGTGGATTTGTGAACAGCGG-3'

Apareamiento erréneo de MO2, 5 -GAACACGTGGATTTCTGAAGAGAGG-3'

Mezclado, 5 -CCTCTTACCTCAGTTACAATTTATA-3".

Se consideraron concentraciones de 15 ng/embrién (7,5 ng/nl) como el limite superior ya que el control mezclado
produce una minoria constante de defectos de desarrollo no especificos a esta concentracion. Se permitid que se
desarrollasen los embriones a 28,5° C hasta que se recogieron para su analisis molecular en fases de desarrollo
variables.

Inmunofluorescencia de preparacién completa

Para la inmunotincién con Zn8, se fijaron embriones usando paraformaldehido (PFA) al 4% en solucion salina
tamponada con fosfato (PBS) durante 2 horas a temperatura ambiente y luego se almacenaron en metanol al 100%
a -20°C. Se rehidrataron los embriones con PBST (NaHPOs 100 mM, KH2PO4 20mM, NaCl 137mM, KCI 27 mM,
Tween-20 al 0,1%, pH 7,4) y se permeabilizaron mediante digestion con proteinasa K 10 pg/ml durante 20 minutos
seguido por fijacion posterior en PFA al 4%/PBS durante 20 minutos. Después de varios lavados con PBST, se
bloquearon los embriones en PBST que contenia suero de ternero al 5%. Después de tres horas, se afadio el
anticuerpo monoclonal primario anti-Zn8 (ZIRC, Eugene OR) a una dilucién 1:1000 y se incubd durante la noche a
4° C. Después de lavado extenso en PBST, se incubaron los embriones con anticuerpo anti-ratén conjugado con
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Alexa488 (Invitrogen) a 1:200 durante 2 horas en PBST con suero de ternero al 5%. Se visualizé la fluorescencia
con un estereomicroscopio Leica MZ FLIII equipado con un filiro de GFP.

Tal como se muestra en la figura 11, un silenciamiento de la expresién de progranulina en pez cebra conduce a las
manifestaciones morfolégicas de dismorfogénesis craneofacial, edema pericardico y distension intestinal visceral.
Adicionalmente, aunque no es visible en la fotografia, se observé una pérdida de neuronas motoras.

EJEMPLO 13
CULTIVO DE CELULAS NSC34

Se mantuvo la linea celular NSC34 en DMEM con suero bovino fetal al 10% a menos que se establezca de otro
modo [véase Cashman et al., Dev Dyn. 194:209-21 (1992)]. Para transfecciones estables, se transfectaron células
NSC34 con progranulina humana (pcDNA-Pgrn) o vector vacio (pcDNA) usando Lipofectamine (Invitrogen) y se
seleccionaron con G418 durante un mes segun las instrucciones del fabricante. Se llevaron a cabo ensayos de
privacién de suero en placas de 6 pocillos usando 200.000 células/pocillo y se cultivaron en 4 ml de RPMI (con
glutamina) durante 3, 6, 9, 12 y 15 dias sin la adicién o el intercambio de medio nuevo. Para cada punto temporal, se
determind el numero de células promedio a lo largo de 6 campos visuales por pocillo a un aumento 10x usando un
microscopio de contraste de fase Olympus (figura 14, panel A).

Para ensayos de hipoxia, se sembraron las células a una densidad de 50.000/pocillo en placas de 24 pocillos, se
privaron de nutrientes durante 24 horas en RPMI sin suero seguido por la adicion de DMEM o RPMI libre de suero
nuevo o que contenia suero al 5% y se mantuvieron en una camara de hipoxia que contenia el 1% de Oo, el 5% de
CO,, siendo el resto N2 durante 72 horas. Se mantuvieron células en el entorno hipéxico durante 3 dias, se tripsiniza
y se contaron usando un hemocitémetro (figura 15).

Para cultivos a largo plazo, se sembraron células NSC34 a una densidad de 200.000/pocillo en placas de 6 pocillos
y se mantuvieron en medio RPMI libre de suero. Se proporcioné medio nuevo cada 10 dias y se tomaron fotos con
aumento 10x a los 20 y 57 dias usando un microscopio de contraste de fase Olympus (figura 16).

EJEMPLO 14
INMUNOFLUORESCENCIA DE CELULAS NSC34

Se cultivd la linea celular NSC34, junto con transfectantes estables sobre cubreobjetos de vidrio en DMEM con
suero bovino fetal al 10%. Se fijaron las células en PFA al 4%, se enjuagaron dos veces con PBST, y se incubaron
con tampén de permeabilizacion (PBST con Triton X-100 al 0,2%) durante 20 minutos. Después de lavarse tres
veces con PBST, se sometieron los cultivos a fijacion posterior durante 10 minutos con PFA al 4%, seguido por
lavado extenso. Se incubaron las células fijadas en PBST con reactivo de bloqueo de membrana al 0,5% (p/v) (GE
Healthcare) durante una hora seguido por la adicién de anticuerpo de oveja anti-progranulina de ratén, (dilucion
1:500, R&D Systems).

Se continud con la incubacién con el anticuerpo primario durante la noche a 4°C. Se lavaron los cultivos tres veces
en PBST, luego se incubaron con anticuerpo de asno anti-oveja-Alexa-488 (1:200, Invitrogen) junto con conjugado
faloidina-Alexa 594 (20 uM), en el tampo6n de bloqueo durante 45 minutos a temperatura ambiente. Se lavaron las
células tres veces en PBST, luego se sometieron a contratincién usando 4’,6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) 300 nM
en PBS durante 5 minutos a temperatura ambiente en la oscuridad. Se lavaron los cultivos tres veces con PBST, dos
veces con ddH,O y luego se prepararon sobre portaobjetos usando Immu-mount (Thermo Fisher). Se visualizé la
fluorescencia con un microscopio Axioskop 2 equipado con los filtros de fluorescencia apropiados. Se fusionaron las
imagenes usando Adobe Photoshop 7.0 (figura 17).

EJEMPLO 15
ENSAYO TUNEL DE APOPTOSIS

Se sembraron células NSC34 sobre cubreobjetos sometidos a fotograbado, de vidrio aleman (Electron Microscopy
Sciences) en placas de 6 pocillos a 200.000/pocillo y se cultivaron en 4 ml de RPMI (con glutamina) durante seis
dias. En el momento de la fijacion, se lavaron las células dos veces en PBS, luego se fijaron usando PFA al 4%/PBS
durante 20 minutos. Después de enjuagarse tres veces en PBST, se incubaron las células en tampon de
permeabilizacion (Triton X-100 al 0,2% en PBST) durante 20 minutos. Después, se sometieron las células a fijacion
posterior durante 10 minutos con PFA al 4%/PBS. Después de lavarse extensamente con PBST, se almacenaron las
células a 4°C en PBS estéril.

En el momento del procesamiento, se enjuagaron las células una vez con PBS, luego se recubrieron con disolucion
de reaccion del kit de deteccidon de muerte in situ con fluoresceina (Roche Applied Science), tal como se indica en
las instrucciones del fabricante. Se incubaron las células a 37°C durante 1 hora, y luego se enjuagaron dos veces
con PBST a temperatura ambiente en la oscuridad. Después de enjuagar tres veces en PBST, se sometieron las
células a contratincién con DAPI 300 nM durante 5 minutos en la oscuridad. Entonces se enjuagaron las células dos
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veces con PBST, una vez con ddH;O y luego se prepararon sobre portaobjetos usando Immu-mount (Thermo
Fisher). Se visualizé la fluorescencia con un microscopio Axioskop 2 equipado con filtros apropiados y se contaron
manualmente las células totales (DAPI) frente a las células apoptéticas (FITC) mediante inspeccion visual (figura 14,
panel C).

EJEMPLO 16
ENSAYO DE PROLIFERACION CON BROMODESOXIURIDINA (BRDU)

Se sembraron células NSC34 sobre cubreobjetos sometidos a fotograbado, de vidrio aleman (Electron Microscopy
Sciences) en placas de 6 pocillos a 200.000/pocillo y se cultivaron en 4 ml de RPMI (con glutamina) durante seis
dias. 12 horas antes de la fijacion/procesamiento, se afiadié disolucion de marcaje con BrdU a cada pocillo a una
concentracion de 10 uM (Roche Applied Sciences). En el momento de la fijacidn, se lavaron las células tres veces en
PBS para retirar la BrdU no incorporada en exceso, luego se fijaron usando PFA al 4%/PBS durante 20 minutos.
Después de enjuagarse tres veces en PBST, se incubaron las células en tampdn de permeabilizacion (Triton X-100
al 0,2% en PBST) durante 20 minutos. Después, se sometieron las células a fijacién posterior durante 10 minutos
con PFA al 4%/PBS. Después de enjuagarse tres veces con PBST, se pusieron las células en borato de sodio 0,1 M
pH 8,5 durante 2 minutos a temperatura ambiente.

Se incubaron los cultivos en PBST con reactivo de bloqueo de membrana al 0,5% (p/v) (GE Healthcare) durante una
hora seguido por la adicion de anticuerpo anti-BrdU-Alexa-488 (1:200, Invitrogen) durante 45 minutos en tampoén de
bloqueo a temperatura ambiente Después de enjuagar tres veces en PBST, se sometieron las células a contratincion
con DAPI 300 nM durante 5 minutos en la oscuridad. Entonces se enjuagaron las células dos veces con PBST, una
vez con ddH;O y luego se prepararon sobre portaobjetos usando Immu-mount (Thermo Fisher). Se visualizé la
fluorescencia con un microscopio Axioskop 2 equipado con filtros apropiados y se contaron manualmente las células
totales (DAPI) frente a las células en proliferacion (Alexa-488) mediante inspeccion visual (figura 14, panel B).

EJEMPLO 17
NEURONAS MOTORAS PRIMARIAS DE RATON

Se prepararon cultivos disociados de neuronas motoras primarias a partir de ratones en el dia embrionario 13 (E13),
se sembraron sobre cubreobjetos o bien de 25 mm o bien de 14 mm (Electron Microscopy Sciences), y se hicieron
crecer durante de 4 a 7 semanas después de la disociacion [véase Roy et al., J. Neurosci. 18:9673-9684 (1998)]. Se
fijaron los cultivos dentro de las placas originales usando PFA al 4%, se enjuagaron dos veces con PBST, y se
incubaron con tampén de permeabilizacion (PBST con Triton X-100 al 0,2%) durante 20 minutos. Después de
lavarse tres veces con PBST, se sometieron los cultivos a fijacién posterior durante 10 minutos con PFA al 4%,
seguido por lavado extenso. Se incubaron los cultivos fijados en PBST con reactivo de bloqgueo de membrana al
0,5% (p/v) (GE Healthcare) junto con anticuerpo de cabra anti-Fab de ratéon 50 ug/ml (Rockland Immunochemicals)
durante una hora seguido por la adiciéon de anticuerpo de oveja anti-progranulina de raton, (dilucion 1:500, R&D
Systems) y anticuerpo de ratén anti-SMI 32, (1:1000, Sternberger Monoclonals).

Se continué con la incubacién con el anticuerpo primario durante la noche a 4°C. Se lavaron los cultivos tres veces
en PBST, luego se incubaron con el anticuerpo de asno anti-oveja-Alexa 594 (1:200, Invitrogen) y anticuerpo de
cabra anti-ratén-Alexa-488 (Invitrogen) en tampén de bloqueo durante 45 minutos a temperatura ambiente. Se
lavaron las células tres veces en PBST, luego se sometieron a contratincion usando 4’,6-diamidino-2-fenilindol
(DAPI) 300 nM en PBS durante 5 minutos a temperatura ambiente en la oscuridad. Se lavaron los cultivos tres veces
con PBST, dos veces con ddH2O, y se prepararon sobre portaobjetos usando Immu-mount (Thermo Fisher). Se
visualizo la fluorescencia con un microscopio Zeiss Axioskop 2 equipado con los filtros de fluorescencia apropiados.
Se fusionaron las imagenes usando Adobe Photoshop 7.0 (figura 12). La identificacion de las neuronas motoras
primarias dentro del cultivo heterogéneo se basoé en la inmunorreactividad con SMI32 y el tamaio de cuerpo celular
[véase Roy et al., J. Neurosci. 18:9673-9684 (1998)].

EJEMPLO 18
CRIOSECCIONES DE MEDULA ESPINAL DE RATON

Se almacenaron criosecciones preparadas en OCT de ratones CD-1 de 8 semanas de edad a -80°C antes de la
inmunofluorescencia. Se descongelaron las criosecciones a temperatura ambiente y se fijaron con PFA al 4%, se
enjuagaron dos veces con PBST, y se incubaron con tampon de permeabilizacion (PBST con Triton X-100 al 0,2%)
durante 20 minutos. Después de lavarse tres veces con PBST, se sometieron los cultivos a fijacion posterior durante
10 minutos con PFA al 4%, seguido por lavado extenso. Se incubaron las secciones fijadas en PBST con reactivo de
bloqueo de membrana al 0,5% (p/v) (GE Healthcare) junto con anticuerpo de cabra anti-Fab de ratéon 50 ug/ml
(Rockland Immunochemicals) durante una hora seguido por la adicién de anticuerpo de oveja anti-progranulina de
raton (dilucion 1:500, R&D Systems) y anticuerpo de raton anti-SMI 32 (1:1000, Sternberger Monoclonals).

Se continué con la incubacion con el anticuerpo primario durante la noche a 4°C. Se lavaron los cultivos tres veces
en PBST, y se incubaron con anticuerpo de asno anti-oveja-Alexa 594 (1:200, Invitrogen) y anticuerpo de cabra anti-
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raton-Alexa-488 (Invitrogen) en tampoén de bloqueo durante 45 minutos a temperatura ambiente. Se lavaron las
células tres veces en PBST y se sometieron a contratinciéon usando 4’,6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) 300 nM en
PBS durante 5 minutos a temperatura ambiente en la oscuridad. Se lavaron los cultivos tres veces con PBST, dos
veces con ddH,O y se prepararon sobre portaobjetos usando Immu-mount (Thermo Fisher). Se visualizé la
fluorescencia con un microscopio Zeiss Axioskop 2 equipado con los filtros de fluorescencia apropiados. Se
fusionaron las imagenes usando Adobe Photoshop 7.0 (figura 13). La identificaciéon de las neuronas motoras dentro
de la seccion de tejido se basé en la inmunorreactividad con SMI32 y el tamafio de cuerpo celular [véase Roy et al.,
J. Neurosci. 18:9673-9684 (1998)].

EJEMPLO 19
AXOTOMIA

Se sometieron ratones de control (C57bl/6) a axotomia proximal unilateral de las raices espinales L3-L5 y se les
realizé la autopsia en el dia o bien 3 o bien 7 tras la axotomia. Los ratones tenian 6 semanas de edad en el
momento de la cirugia, y tras la axotomia se les permiti6 recuperarse con alimentos y agua a voluntad. Se
anestesiaron los ratones y se sacrificaron mediante perfusion cardiaca. Se obtuvieron secciones en parafina a través
del nivel de origen espinal de las unidades motoras y se tifieron las secciones para detectar la inmunorreactividad
frente a progranulina usando inmunohistoquimica de rutina (1:200, R&D Systems, durante la noche a 4°C,
recuperacion antigénica durante 7 minutos en un tampon TRIS-EDTA de alto pH en ebulliciéon; desarrollo del
anticuerpo secundario usando anticuerpo anti-oveja biotilinado con vector y el kit Vectastain Elite ABC y
visualizacién con DAB) (figura 18).

EJEMPLO 20
PROTECCION FRENTE A LA TOXICIDAD POR MPTP EN CELULAS PC12

Se hicieron crecer células PC12 sobre placas de 96 pocillos recubiertas con coldgeno, en medio esencial minimo de
Dulbecco (DMEM) en presencia de suero de ternero fetal (FCS) al 10% complementado con glutamina, penicilina 'y
estreptomicina. Un dia después de la siembra en placas (a una confluencia del 60-70%, ~ 40.000 células/pocillo), se
reemplazé el medio de crecimiento por medio con bajo contenido en suero (FCS al 2%) con progranulina 4 nM
(PGRN+) o sin progranulina (PGRN-) (figura 19). Veinticuatro horas después, se retiré el medio y se expusieron las
células a: MPTP 0, 100, 200, 500 6 1000 uM en presencia de DMEM que contenia FCS al 1%. Tras otras 24 h de
cultivo, se retiré el medio que contenia MPTP y se realiz6 el ensayo colorimétrico con metil-tiazolil-tetrazolio (MTT)
para evaluar la viabilidad celular [véase Zheng et al., In vitro Cell Dev Biol Anim. 43(5-6):155-158 (2007)]

EJEMPLO 21
TRATAMIENTO DE ENFERMEDAD DE ALZHEIMER

El modelo de ratdon Tg2576 de enfermedad de Alzheimer expresa la mutacion sueca de APP (APPxs7onme7iL) @ altos
niveles bajo el control del promotor de la proteina pridnica de hamster. Estos ratones generan altos niveles de Ap en
cerebro y desarrollan una deposicidon progresiva, relacionada con la edad en forma de placas de amiloide en el
hipocampo, de manera similar a lo observado en seres humanos. Para evaluar la influencia de progranulina sobre el
desarrollo de estas placas, se trataron ratones de 8 meses de edad, mediante infusién intrahipocampica unilateral,
con un vector lentiviral recombinante que codifica para o bien la proteina fluorescente verde (GFP) o bien
progranulina (PGRN). Luego se sacrificaron los animales mediante perfusion a los 12 meses de edad. Se realizé un
analisis inmunocitoquimico de la deposicién de AP en secciones frontales de 20 um de flotacién libre. Para la
evaluacion cuantitativa, se midié el area total ocupada por los depédsitos inmunorreactivos anti-AB a lo largo de 3
secciones a través del hipocampo. La figura 23 muestra la supervivencia de ratones Tg2576 tras la administracion
intracerebral de lentivirus que expresan o bien GFP o bien PGRN. La terapia génica con lentivirus que expresa
PGRN da como resultado el aumento de supervivencia de los ratones transgénicos para amiloide.

Animales: Los estudios usaron ratones Tg2576 hembra de 20-25 g. Se alojaron los animales en un entorno de
temperatura controlada con un ciclo de luz/oscuridad de 12 h y acceso a voluntad a comida convencional y agua.
Los procedimientos usados en este estudio los aprobé el Comité Institucional de Uso y Cuidado de Animales
(IACUC) de la Fundacién Mayo.

Administracion de vector viral: Se anestesiaron los animales usando isoflurano (al 1%) y se colocaron en un marco
estereotaxico de Kopf. Para la transduccién hipocampica, se inyecté el vector lentiviral que expresa o bien GFP o
bien PGRN de manera unilateral en la parte izquierda del hipocampo (A.P. -1,7, M.L. -1,5, D.V. -2,3) (2 ul/sitio) a una
velocidad de 0,25 pl/minuto mediante una canula de infusion conectada mediante tubos de polietileno (50 PE) a una
jeringa de Hamilton de 50 pl accionada por una bomba de Harvard. Tras la infusién, se permitié que el vector
difundiera alejandose de la canula durante cuatro minutos antes de la retirada.

Inmunohistoquimica: Se sacrificaron los ratones mediante perfusion transcardiaca de solucién salina al 0,9%, se
extirparon los cerebros y se sometieron a fijacion posterior en paraformaldehido al 4% para el analisis
inmunohistoquimico. Se cortaron secciones frontales de 20 um de grosor simétricas en un criostato y se
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almacenaron en una disolucion de Millonigs. Se pretrataron secciones de flotacion libre con formamida al 70% en
Triton X-100/solucién salina tamponada con Tris [TBSt] a 37°C durante 30 minutos y se enjuagaron en TBSt. Luego
se incubaron las secciones en H>O, al 1% en TBSt durante 30 minutos, se enjuagaron en TBSt, y se incubaron en
disolucién de bloqueo (suero de cabra al 5%l/lisina 100 mM/TBSt al 0,3%) durante 1 hora a temperatura ambiente,
seguido por incubacién con el anticuerpo primario contra AB (MM-27 33,1.1; 1:2000) durante la noche a temperatura
ambiente. Luego se incubaron las secciones en un anticuerpo secundario biotinilado seguido por complejo avidina-
biotina-peroxidasa usando el kit Vectastain Elite. Se prepararon las secciones sobre portaobjetos recubiertos con
gelatina y se taparon con cubreobjetos con Entallen (figura 20, panel A).

Analisis cuantitativo: Se realizaron estudios de deposicion de AB en un campo 100X en secciones tomadas del
hipocampo dorsal. Para la evaluacién cuantitativa, se midié el area total ocupada por depdsitos inmunorreactivos
anti-AB en tres niveles anterior-posterior. Se calculd la carga de amiloide como el area total en el campo de medicién
ocupado por producto de reaccién. Se calcularon las mediciones para toda la regiéon hipocampica contenida dentro
de cada seccion (figura 20, panel B). Se obtuvieron mediciones estereoldgicas no sesgadas usando un sistema de
analisis de imagenes asistido por ordenador y el software de andlisis de imagenes Zeiss Axiovision 4.7. El
investigador era ciego para las condiciones de tratamiento.

Analisis estadistico: Se analizaron los datos usando un analisis de la varianza. Cuando se obtuvieron valores de F
significativos, se realizaron comparaciones por parejas planificadas usando Newman-Keuls. Las diferencias se
consideraron estadisticamente significativas cuando p < 0,05.

EJEMPLO 22
TRATAMIENTO DE ENFERMEDAD DE PARKINSON

Se determiné la influencia de progranulina sobre la pérdida de célula neuronales dopaminérgicas en un modelo de
ratén inducido con 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP) de enfermedad de Parkinson, mediante
tratamiento de ratones C57/BL6, a través de infusidn intranigrica unilateral, con un vector lentiviral que codifica para
o bien la proteina fluorescente verde (GFP) o bien progranulina (PGRN). Tres semanas después, los animales
recibieron inyecciones diarias de MPTP (20 mg/kg, i.p.) durante 5 dias y luego se sacrificaron mediante perfusion 10
dias tras la ultima inyeccion. Se realizé inmunomarcaje para TH en secciones frontales de 20 um de flotacion libre.
Para la evaluacion cuantitativa, se conté el niumero total de células TH™ a lo largo de 3 secciones a través de la SNc.

Animales: Los estudios usaron ratones C57/B16 macho de 20-25 g. Se alojaron los animales en un entorno de
temperatura controlada con un ciclo de luz/oscuridad de 12 h y acceso a voluntad a comida convencional y agua.
Los procedimientos usados en este estudio los aprobd el Comité Institucional de Cuidado de Animales.

Administracion de vector viral: Se anestesiaron los animales usando isoflurano (al 1%) y se colocaron en un marco
estereotaxico de Kopf. Para la transduccién intranigrica, se inyectd el vector de LV que expresa o bien GFP o bien
PGRN de manera unilateral en la parte izquierda de la SNc (A.P. -2,8, M.L. -1,3, D.V. -4,5) (2 pl/sitio) a una
velocidad de 0,25 pl/minuto mediante una canula de infusion conectada mediante tubos de polietileno (50 PE) a una
jeringa de Hamilton de 50 pl accionada por una bomba de Harvard. Tras la infusidn, se permiti6 que el vector
difundiera alejandose de la canula durante cuatro minutos antes de la retirada.

Inmunohistoquimica: Se sacrificaron los ratones mediante perfusion transcardiaca de solucién salina al 0,9%, se
extirparon los cerebros y se sometieron a fijacion posterior en paraformaldehido al 4% para el analisis
inmunohistoquimico. Se cortaron secciones frontales de 20 um de grosor simétricas en un criostato y se
almacenaron en una disolucion de Millonigs. Se pretrataron secciones de flotacion libre con formamida al 70% en
Triton X-100/solucion salina tamponada con Tris [TBSt] a 37°C durante 30 minutos y se enjuagaron en TBSt. Luego
se incubaron las secciones en H20- al 1% en TBSt durante 30 minutos, se enjuagaron en TBSt, y se incubaron en
disolucién de bloqueo (suero de cabra al 5%l/lisina 100 mM/TBSt al 0,3%) durante 1 hora a temperatura ambiente,
seguido por incubacién con el anticuerpo primario contra AR (MM-27 33,1.1; 1:2000) durante la noche a temperatura
ambiente. Luego se incubaron las secciones en un anticuerpo secundario biotinilado seguido por complejo avidina-
biotina-peroxidasa usando el kit Vectastain Elite. Se prepararon las secciones sobre portaobjetos recubiertos con
gelatina y se taparon con cubreobjetos con Entallen (figura 21, panel A).

Recuento celular. Se conté el nimero de cuerpos celulares inmunopositivos por un observador ciego para el historial
de tratamiento. Se obtuvieron recuentos de células celulares estereoldgicos no sesgados usando un sistema de
analisis de imagenes asistido por ordenador y el software de andlisis de imagenes Zeiss Axiovision 4.7. Para el
recuento de células de la sustancia negra, se definieron regiones de la parte compacta mediante la distribucion de
células TH-positivas dentro de un conjunto de puntos de referencia/limites anatémicos claros, usados para demarcar
el SNC. Se contaron las células inmunopositivas usando un objetivo 20X (area de marco de toma de muestra,
90.000 pmz) que contenia una rejilla dptica. Se colocé el marco de recuento sobre el area de recuento y luego se
movié sistematicamente en la direccion X-Y hasta que se tomaron muestras de toda el area demarcada. Se sumo
para cada animal el nimero de células inmunopositivas contadas a lo largo de 4 secciones por animal (figura 21,
panel B).
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Analisis estadistico: Se analizaron los datos usando una prueba de la t de Student, de dos colas con una varianza
independiente y un intervalo de confianza del 95%. Las diferencias se consideraron estadisticamente significativas
cuando p < 0,05.

EJEMPLO 23

LA INCUBACION DE UNA LINEA CELULAR DE NEURONAS MOTORAS INMORTALIZADAS CON MODULOS DE
GRANULINA/EPITELINA (GEM) INFLUYE EN LA PROLIFERACION/SUPERVIVENCIA CELULAR

Se sembraron células NSC 34 (5000 célula/pocillo) en placas de 96 pocillos usando 100 ul de DMEM/FBS al 10%. Al
dia siguiente, se retird el medio y se reemplazé por 100 ul de RPMI (sin suero) que contenia: 0, 50 6 100 ng/ml de
grn D o grn F. Se incubaron los cultivos durante 13 dias tras lo cual se determind la proliferacidn/supervivencia
celular usando el ensayo con CyQUANT® NF (kit n.° C35006).

El ensayo con CyQUANT® NF se basa en la medicion del contenido de ADN celular mediante la unién a un
colorante fluorescente. Se determina el grado de proliferaciéon/supervivencia comparando la intensidad de
fluorescencia para células NSC-34 tratadas con GEM (50 y 100 ng) con relacion a controles no tratados (0 ng).

Segun las instrucciones de los fabricantes, el protocolo incluia la aspiraciéon de medio de crecimiento, el reemplazo
por 100 ul de disoluciéon de unién de colorante por pocillo, incubaciéon durante 30 minutos tras lo cual se media la
intensidad de fluorescencia de cada muestra usando un lector de microplacas de fluorescencia con excitacion a
~485 nm y deteccion de emision a ~530 nm (figura 22). La linea celular de neuronas motoras inmortalizadas (NSC-
34) respondio a la incubacién con grn F y grn D con o bien proliferacion/supervivencia (grn F) o bien sin efecto (grn
D) de manera similar a la respuesta de células neuronales extra incubadas en presencia de estos GEM (descritos
en: Tolkatchev D. et al., Protein Sci. 17:711-724, 2008).

EJEMPLO 24
EL LENTIVIRUS QUE EXPRESA PROGRANULINA PROTEGE A RATONES EXPUESTOS A BSSG

La figura 24 muestra recuentos de neuronas motoras espinales y actividad colina acetiltransferasa en ratones
tratados con lentivirus que expresa PGRN. Se evaluaron los recuentos de neuronas motoras mediante tincion de
Nissl. Los recuentos de neuronas motoras fueron mas normales en ratones tratados con lentivirus que expresa
PGRN expuestos a BSSG con relaciéon a ratones de control (tratados con solucidn salina) expuestos a BSSG, con
un valor de P (prueba de la t de Student) que se aproximaba a la significacion en 0,068. La evaluacion
inmunohistoquimica de colina acetiltransferasa (ChAT) sugirié una disminucién de la actividad de este marcador de
neuronas motoras en células del asta anterior de ratones expuestos a BSSG tratados con solucion salina con
relacion a todos los demas grupos de tratamiento (paneles en la parte superior derecha de la figura 24, panel (B).
Para la tincion de Nissl, parecieron reducirse los numeros de neuronas motoras positivas para ChAT (figura 24,
panel C) en ratones de control (tratados con solucion salina) expuestos a BSSG.

Vector lentiviral: El vector lentiviral que expresa progranulina se disefié y produjo bajo contrato por Invitrogen
Corporation (Carlsbad, CA). Se determin6 que el titulo era de 1x10® UT/ml mediante el ensayo de resistencia a
blasticidina. Se almaceno el lentivirus en crioviales congelados a -80°C hasta el dia de la inyeccion.

Animales: Se alojaron individualmente ratones CD-1 macho obtenidos de Charles River Laboratories (Wilmington,
MA) a 22°C con un ciclo de luz/oscuridad de 12:12 h. Se dividieron aleatoriamente cuarenta animales en 4 grupos: i)
a los que se les inyecté PGRN-LV con alimentacion con BSSG, ii) a los que se les inyecté PGRN-LV con comida
para ratones normal, iii) a los que se les inyectd solucién salina con alimentacion con BSSG y iv) a los que se les
inyectd solucion salina con comida para ratones normal. Las manipulaciones experimentales las aprobo el Comité
para el Cuidado de Animales de la Universidad de Columbia Britanica.

Administracién viral: A los tres meses de edad, se anestesiaron ratones CD-1 macho que recibieron el lentivirus que
expresa progranulina y ratones de control a los que se les inyectoé solucion salina, usando isoflurano y se administré
el vector lentiviral o control de solucion salina mediante inyeccién directa en el musculo gastrocnemio derecho. Se
realizaron cinco inyecciones que consistia cada una en 5 pl (1x108 UT/ml) para aumentar el nimero de neuronas
motoras transducidas.

Administracién de BSSG: Se sintetizd B-sitosterol p-D-glucdsido (BSSG) bajo contrato en el Departamento de
Quimica en la Universidad de Columbia Britanica. Se caracteriz6 el compuesto sintetizado usando RMN (1H y 13C) y
espectrometria de masas de alta resolucién. Se verificd una pureza de al menos el 95% mediante HPLC. Para crear
este granulo experimental a la concentraciéon deseada (2 mg de BSSG/dia), se mezclé BSSG con granulos molidos
para ratones (Mouse Diet, Lab Diet®, Richmond, IN). Se inici6 el paradigma de alimentacion tres semanas tras las
inyecciones intramusculares. Se proporcionaron los granulos tratados cada mafana, restableciendo el acceso a
comida habitual a voluntad por la noche una vez que los animales habian ingerido el granulo proporcionado. En
general, todos los ratones en el grupo de BSSG se tomaron de manera rutinaria todo el granulo. Se alimentaron
ratones de control sélo con comida para ratones normal. Se realiz6 la alimentacién con BSSG diariamente durante
15 semanas seguido por un periodo de lavado de 5 semanas.
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Histologia: En el momento del sacrificio, se anestesiaron los animales con halotano y se perfundieron mediante una
puncién cardiaca con PBS helado y paraformaldehido (PFA) al 4%. Se extirparon muestras de médula espinal y
cerebro y se sumergieron en PFA al 4% durante 2 dias, se crioprotegieron en sacarosa al 30% en disolucion de
solucién salina tamponada con fosfato (PBS) 0,01 M, pH 7,4 durante 1 dia, y luego se almacenaron congeladas
a -80°C hasta la obtencion de secciones para la inmunohistologia en un criostato motorizado Leica CM3050 S (Leica
Microsystems, Nussloch, Alemania). Se obtuvieron secciones de médula espinal en serie a 20 um. Se obtuvieron
secciones de médula espinal lumbar (L4-L6) en el plano frontal coronal [Wilson et al., Neuromolecular Medicine, 3,
105-118 (2003); Wilson et al., Neuroimage, 23, 336-343 (2004)]. Se realiz6 la inmunohistoquimica al mismo tiempo
para las secciones para todos los animales. Se llevé a cabo microscopia de las secciones tefiidas y el registro del
nivel de marcaje por observadores ciegos para la identidad de los ratones.

Tincién de Nissl: Se determinaron recuentos de neuronas motoras usando la tincion de Nissl. Se prepard una
disolucién de violeta de cresilo al 0,5% afiadiendo 0,5 g de acetato de violeta de cresilo (Sigma-Aldrich Inc., St.
Louis, MO) a 100 ml de ddH2O caliente, luego acidificando con 10 gotas de acido acético glacial. Después de
haberse mezclado y enfriado la disolucion, se filtrd a través de papel de filtro (Whatman® n.° 1). En primer lugar se
enjuagaron las secciones preparadas en portaobjetos dos veces en 1X PBS durante 2 minutos para retirar el O.C.T.
en exceso. Luego se pusieron las secciones en etanol al 95% (5 minutos), etanol al 70% (3 minutos) y dH>O (2
minutos). Se dejo que se tifiesen los portaobjetos en disolucion de violeta de cresilo al 0,5% durante 3 minutos.
Después de la tincién, se enjuagaron los portaobjetos en ddH»O durante 1 minuto, luego se deshidrataron en etanol
al 70% + acido aceético al 1% (1,5 minutos), etanol al 70% (30 segundos), etanol al 95% (2 minutos), dos cambios de
etanol al 100% (varias inmersiones) y dos cambios de xileno (varias inmersiones). Se permitié que se secasen los
portaobjetos antes de prepararlos en medio de preparacion Clarion™ (Sigma-Aldrich Inc., St. Louis, MO).

Inmunohistoquimica: Se determinaron los niveles de colina acetiltransferasa (ChAT, Milipore, Billerica, MA) usando
el método con diaminobencidina no fluorescente. En primer lugar se enjuagaron los portaobjetos que contenian
secciones preparadas de médula espinal lumbar dos veces en 1X PBS (5 minutos). Se extinguidé la actividad
peroxidasa endodgena usando perdxido de hidrégeno al 3% en PBST (PBS + Triton X-100 al 0,5%) durante 5
minutos. Se enjuagaron las secciones dos veces en 1X PBS (2 minutos) antes del bloqueo a temperatura ambiente
(TA) durante 1 hora en suero normal al 10% + albumina sérica bovina (BSA) al 1 % en PBST. Se diluyo el anticuerpo
primario en suero normal al 1% + BSA al 1% en PBST. Las diluciones y el tiempo y la temperatura de incubacion
fueron tal como sigue: ChAT (1:100 durante 1 hora a TA). Después de la etapa de incubacion con el anticuerpo
primario, se enjuagaron los portaobjetos dos veces en 1X PBS, y luego se incubaron en el anticuerpo secundario (kit
Vectastain ABC Elite, Vector Laboratories Inc., Burlingame, CA) durante 1 hora a TA. Se enjuagaron las secciones
en 1X PBS (2X 2 minutos) antes de la incubacion en los reactivos Vectorstain ABC Elite durante otros 30 minutos a
TA. Se enjuagaron de nuevo los portaobjetos en 1X PBS (2X 2 minutos). Se realiz6 el desarrollo de color usando el
kit de sustrato de peroxidasa Vector - DAB. Llevé 1-2 minutos que se desarrollase el color marréon deseado. Cuando
se logré el color deseado, se enjuagaron los portaobjetos en ddH,O durante 5 minutos y se sometieron a
contratincion en verde de metilo al 0,5% durante diez minutos. Después de la contratincion, se enjuagaron los
portaobjetos brevemente en dH-O, dos cambios de etanol al 95% y dos cambios de etanol al 100%. Se permitié que
se secasen los portaobjetos antes de prepararse en el medio de preparacion.

Microscopia: Se visualizaron las secciones usando el microscopio Motic B5 Professional Serie 3.0 (Motic
Instruments Inc., Richmond, ON) y se capturaron imagenes usando el software Motic Images Advanced 3.0.

EJEMPLO 25

LA SOBREEXPRESION DE PROGRANULINA PROTEGE LAS CELULAS NSC-34 FRENTE A LA TOCIXIDAD
INDUCIDA POR BSSG

Se mantuvieron un transfectante de NSC-34 normal y un transfectante de NSC-34 estable que sobreexpresaban
PGRN humana (NSC-34-hPGRN) en cultivo usando DMEM complementado con suero de ternero fetal (FCS) al 5%
(v/v). Se tomaron alicuotas de las células en placas de 96 pocillos a una densidad de 8.000 células/pocillo en 200 ul
de DMEM - FCS al 5%. Después de dos horas, se afiadié la neurotoxina beta-sitosteril-glucésido (BSSG) a
concentraciones de 0, 100, 250, 500, 1000 y 2500 ng/ml con un volumen de cultivo final de 250 ul junto con DMSO
al 0,1% (v/v) en la totalidad del experimento. Como control negativo para la proliferacién/supervivencia celular, se
lavaron una serie de pocillos y se reemplazaron los medios por DMEM que no contenia FCS. Tras 72 horas, se
midié la viabilidad celular usando el ensayo con MTT (ensayo de proliferaciéon celular con MTT Vybrant; Invitrogen)
segun las instrucciones del fabricante.

Las células NSC-34 son un modelo inmortalizado de la funciéon de las neuronas motoras y se ha mostrado que
BSSG provoca citotoxicidad en esta linea celular [Cashman et al., Dev Dyn 1992, 194(3):209-221; Tabata et al.,
Neuromolecular Med 2008, 10(1):24-39]. La progranulina (PGRN) fomenta el crecimiento y la supervivencia en
numerosas lineas celulares incluyendo un aumento de supervivencia de neuronas motoras de rata con privacion de
suero [Van Dammeet al., J Cell Biol 2008, 181(1):37-41]. Para determinar si PGRN pudo proteger células NSC-34
frente a la neurotoxicidad por BSSG, se desarrollé un transfectante estable que sobreexpresaba PGRN humana de
manera constitutiva. La progranulina protegié a las células NSC-34 durante una incubacion de 72 horas con 1000 y
2500 ng/ml de BSSG (figura 25). Ademas, la sobreexpresion de PGRN aumentd la supervivencia celular en cultivos
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libres de suero.
EJEMPLO 26

LA PROTEINA PROGRANULINA PUEDE PROTEGER A LA LINEA CELULAR DE NEURONAS MOTORAS
INMORTALIZADAS NSC-34 FRENTE A LA PRIVACION DE SUERO

La proteina progranulina (PGRN) humana recombinante afiadida a células NSC-34 en cultivo dio como resultado un
aumento de 2,5 veces (dia 4) de la supervivencia celular tras privacién de suero (figura 26). Se mantuvieron células
NSC-34 normales en cultivo usando DMEM complementado con suero de ternero fetal (FCS) al 5% (v/v). Se
tomaron alicuotas de las células en placas de 96 pocillos a una densidad de 6.000 células/pocillo en 200 ul de
DMEM - FCS al 5%. Después de dos horas de cultivo (para garantizar la adhesion celular) se retiraron los medios,
se lavaron las células 1 vez con PBS y DMEM medio libre de suero con o sin hPGRN (100 ng/ml) afiadida a las
células. Tras uno y cuatro dias de cultivo, se detectaron las células metabdlicamente activas restantes usando la
metodologia Alamar Blue® (Molecular Probes/Invitrogen) siguiendo las instrucciones del fabricante. Estos datos
indican la conservacion de la funcién de proteinas PGRN.

EJEMPLO 27

DEMOSTRACION IN VIVO DEL RESCATE PARCIAL POR PROGRANULINA DE UN DEFECTO DE
DESARROLLO/SUPERVIVENCIA EN EL SISTEMA MOTOR DE PEZ CEBRA

Durante el primer dia de desarrollo de los peces cebra, se restringieron las conexiones neuromusculares a las tres
motoneuronas primarias (CaP, MiP y RoP) por hemisegmento de médula espinal donde inervan tres areas
miotomales que se desarrollan en ultima instancia para dar el musculo de la pared del tronco. Durante las primeras
24 htf, sobresales axones de CaP para establecer la trayectoria comun. Este es el periodo de desarrollo englobado
en la figuras 27 y 28.

Se examind el desarrollo de neuronas primarias anteriores en los embriones de preparacion completa a las 26-28 htf
y se visualizaron mediante inmunotincion con anticuerpo monoclonal znp1 que marca las neuronas motoras
primarias. (El desarrollo silvestre de neuronas Cap presenta ramificacion sélo mas alla del “punto de eleccion” (figura
27, panel F, dobles puntas de flecha).

El silenciamiento de progranulina-A (usando un MO dirigido hacia la 5-UTR) generé una gama de fenotipos
Morphant que van de truncamiento (figura 27, panel A, B, flechas negras), ramificacion prematura (figura 27, panel
B, puntas de flecha negras) a ausencia completa de neuronas motoras primarias (figura 27, panel C). La inyeccion
conjunta de ARNm de progranulina con progranulina-A MO produce un rescate parcial (figura 27, paneles D y E).
Hay una incidencia reducida (P<0,001) de neuronas truncadas (figura 27, panel D, flechas blancas) junto con un
aumento de la incidencia (P<0,001) de ramificacién temprana y tardia (figura 27, panel E, puntas de flecha blancas)
tal como se muestra en la tabla 2. Se acumularon conjuntos de datos de 50 embriones (WT, progranulina MO,
progranulina MO mas ARNm). Estos datos sugirieron que el desarrollo de neuronas motoras anteriores ramificadas
es muy sensible a la sobre o subexpresién de progranulina-A.

Tabla 2. El silenciamiento de progranulina induce un crecimiento aberrante de nervios/axones motores anteriores

Tipo de inyeccién Truncamiento Ramificacién
Wt (sin inyeccion) 0,16+0,07 0,32+0,12

PGRN-MO2 3,02+0,31***a 1,0£0,19%c
PGRN-MO2 + 100 pg (PGRN) 0,94+0,19***b 2,8+0,32***d

Numero promedio de defectos de nervios/axones motores especificados por lado afectado (n=50 cada grupo)
Se determind la significacion mediante una prueba de comparaciones multiples de Student-Newman-Keuls

a- comparacion de truncamiento de WT frente a MO2 p<0,001

b- comparacién de truncamiento de MO2 frente a MO2 + 100 pg de ARNm de pgrnA p<0,001
c- comparacion de ramificacion de WT frente a MO2 p<0,05

d- comparacion de ramificacion de MO2 frente a MO2 +100 pg de ARNm de pgrnA p<0,001

El silenciamiento de Smn1 dio como resultado nervios/axones motores truncados (figura 28, panel A; flechas negras)
y ramificados (figura 28, panel B; puntas de flecha negras). Aunque el valor medio de truncamiento entre Smn1 MO
frente a la inyeccién conjuntas de Smn1 MO con ARNm de progranulina-A no es significativo, el valor medio
reducido desde 0,38 hasta 0,18 por lado afectado de embrién confirma un rescate parcial del defecto de
truncamiento (tabla: 3, la figura 28, panel C; flecha blanca) y aumenta los nervios/axones ramificados de manera
similar a los resultados mostrados en la figura 27 (panel C; puntas de flecha blancas) y la tabla 3.

Tabla 3. La inyecciéon conjunta de Smn1 MO y 100 pg de ARNm de progranulina-A reduce el truncamiento y
aumenta la ramificacion del crecimiento de nervios/axones motores anteriores
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Tipo de inyeccidn Truncamiento Ramificacion
WT 0,10+0,04 0,38+0,08
Smn1MO 0,38+0,01 1,52+0,23.
Smn1MO + 100 pg de ARNm 0,18+0,08 2,2240,31p
de PgrnA

100 pg de ARNm de PgrnA 0,10+0,04 1,36+0,22¢

Se determind la significacion mediante una prueba de comparaciones multiples de Student-Newman-Keuls

a- comparacion de ramificacion de WT frente a Smn1MO p<0,001
b- comparacién de ramificacion de WT frente a Smn1MO + 100 pg de ARNm de progranulina-A p<0,001
c- comparacion de ramificacién de WT frente a 100 pg de ARNm de progranulina-A p<0,001

Cria de peces: Se adquirieron peces cebra silvestres de Aquatica Tropicals (Florida) y se mantuvieron en un ciclo de
luz/oscuridad de 14h/10h a 28,5°C en un acuario de laboratorio (Allentown Caging Equipment Co. Inc., Allentown,
NJ). Se alimentaron los peces dos veces al dia. A ultima hora de la tarde antes de que se soliciten los huevos, se
transfieren los peces a una red situada hacia la parte superior de un tanque de contencién y se cubren. Por la
mafiana, después de comenzar el ciclo de luz y detenerse el desove, se recogieron los huevos que habian caido a
través de la red, desde el fondo del tanque. Se recogieron embriones que iban a usarse en estudio de desarrollo y
se clasificaron segun las horas tras la fecundacién (htf).

Microinyeccién en embriones de oligonucledtidos de morfolino: Se obtuvieron oligonucleétidos de morfolino (MO) de
Gene Tools, Inc. (Philomath, OR) y se diluyeron en tampén de Danieaux (NaCl 58 mM, KCI 0,7 mM, MgSO4 0,4 mM,
Ca(NO3)2 0,6 mM, Hepes 5,0 mM pH 7,6) que contenia rojo de fenol al 0,1% (Nasevicius y Ekker 2000). Se
inyectaron aproximadamente 2 nl de oligonucleétidos de morfolino junto con FITC al 0,05%-dextrano (Sigma-Aldrich,
Oakville, ON, Canadd) en el saco vitelino de embriones en la fase de 1 a 2 células usando un sistema de
microinyeccion PLI-100 (Harvard Apparatus, St. Laurent, QC, Canada). Se logré la observacion y documentacion del
fenotipo usando una camara digital Leica DC300F conectada a un estereomicroscopio Leica MZFLIIl y se proceso
con el software Adobe Photoshop 7.0. La secuencia la region 5’-UTR de PgrnA-oligonucleétido de morfolino (MO)
era 9 GAGCAGGTGGATTTGTGAACAGCGGS3', También se usaron los oligonucledtidos de morfolino frente al
iniciador AUG de Smn1 ( 9CGACATCTTCTGCACCATTGGC3 ) y UTR de Smn1 (
5!T-l_T‘B"M'\TATTTCCCAAGTCCAACGT). Para la inyeccion de oligonucleétidos de morfolino, se usaron 10 ng

de PgrnA o 9 ng de Smn1.

Microinyeccion de ARNm de Pgrn: Para los experimentos de sobreexpresion de ARNm de Pgrn y rescate, se generd
el vector tal como sigue: Se adquirié la secuencia de progranulina-a de longitud completa de RZPD (Berlin,
Alemania) como el clon UCDMp574E2318Q2 y se subclond en el vector pcDNA3.1-V5/His (Invitrogen, Carlsbad, CA)
usando un cebador directo que se solapaba con el iniciador AUG de un cebador inverso que lee a través del codon
de terminacion. Los constructos de vector finales consistian en progranulina-A de longitud completa con una etiqueta
carboxi-terminal que consistia en el epitopo V5 y 6xhistidina. Se diseiid el oligonucledtido de morfolino frente a la
region 5-UTR. Puesto que el constructo para la microinyecciéon de ARNm no contiene la secuencia en 5 no
traducida, no hay posibilidad de unién entre el ARNm y el oligonucleétido de morfolino cuando se inyectan
conjuntamente. Se sintetiz6 ARNm de extremos ocupados potenciado para la traduccién con el kit mMessage
mMachine (Ambion, Huntingdon, Inglaterra). Para experimentos de sobreexpresiéon de ARNm o rescate, se usaron
100 pg de ARNm de PgrnA.

Se uso la microinyeccién de un vector que codifica para GFP como control para demostrar que la microinyeccion y
sobreexpresion no afectan de manera inherente al desarrollo. Se transcribié en primer lugar la proteina fluorescente
verde clonada en el vector pcDNAS3 y se inyectd hasta 1 ng por embridn y se observoé la sefial bajo un filtro de GFP
potenciado usando un estereomicroscopio Leica MZFLIII. La sefal de GFP fluorescente confirma que el ARNm
estaba intacto y se tradujo para dar proteina.

Inmunohistoquimica: Se complementaron embriones (aproximadamente 26-28 htf) hechos crecer en tampoén de
Danieaux con el 0,003% del inhibidor de tirosinasa 1-fenil-2-tiourea (feniltiocarbamida P-5272, Sigma-Aldrich) para
impedir la aparicion de pigmentacién de melanina. Se retird6 manualmente el corién de embriones clasificados y se
fijaron durante 2 horas a temperatura ambiente o durante la noche a 4°C en paraformaldehido al 4%/PBS. Después
de varios lavados en PBS, se almacenaron los embriones en metanol al 100% hasta que se requirieron. Se realizo la
rehidratacion de los embriones durante 5 min cada vez en disoluciones sucesivas de MeOH / PBST y luego 3 veces
en PBST. Se permeabilizaron los embriones con proteinasa K diluida en PBST a una concentracién final de
10 pg/ml. Luego se llevd a cabo fijacion posterior en PFA al 4%/PBS durante 20 min a temperatura ambiente
seguido por 3 enjuagues en PBST. Se incubaron los embriones con tampoén de bloqueo (suero de ternero al 5%,
DMSO al 1% en PBST durante 3-5 horas. Se incubaron los embriones con anticuerpo monoclonal znp1 (ZIRC)
(1:200) que se diluyé en tampén de bloqueo. Se llevaron a cabo incubaciones durante la noche a 4°C seguido por
seis lavados en PBST. Luego se incubaron los embriones con conjugado de anticuerpo de cabra anti-raton-AP
(Calbiochem) se diluy6 el anticuerpo secundario a 1:200 con tampon de bloqueo en PBST durante 2 h a temperatura
ambiente seguido por seis lavados en PBST. Se incubaron los embriones en tampdn de tincién (Tris-HCI 100 mM pH
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9,5, MgClz 50 mM, NaCl 100 mM, Tween-20 al 0,1%, levamisol 1 mM) con NBT y BCIP-T. Después de 30 min, se
detuvo la tincidn y se visualizaron las neuronas motoras primarias (NMP) inferiores dentro del tronco (excluyendo la
region de la cola) de los embriones bajo un microscopio invertido de contraste de fase Olympus. Se tomaron
fotografias con una camara Olympus DP12 y se procesaron con el software Adobe Photoshop 7.0.

Andlisis del crecimiento de subtipos de NMP: Se analizaron los axones motores primarios inferiores en embriones de
26-28 htf de preparacion completa marcados con anticuerpo monoclonal Znp1. Sélo se puntuaron las NMP de tronco
(12 pares). Todas estas habian crecido mas alla del borde anterior de la notocorda en la somita anterior en
embriones silvestres a las 24 htf. Se puntuaron hemisegmentos de tronco como “ramificados” cuando los nervios se
ramificaron en o por debajo del borde anterior de la notocorda. Se empled esta estrategia para excluir ramificacion
que se produce de manera natural que se observa a veces de manera anterior a la notocorda. También se
puntuaron hemisegmentos de tronco como “truncados” cuando los nervios no crecieron mas alla del miosepto
horizontal. Cuando mas de un fasciculo axonal inmunomarcado con znp1 salié de la médula espinal, se puntud esto
como una salida multiple. Se numeraron los embriones con fenotipos respectivos y se expresaron como un
porcentaje. También se contaron los embriones con respecto a cuantos de los nervios de los 12 pares en cada uno
demostré un defecto particular. Para cada tratamiento, se realizaron al menos tres experimentos. Se expresaron los
valores como la media * error estandar de la media. Se realiz6 un analisis estadistico usando la prueba de
comparaciones multiples de Student-Newman-Keuls.

Los intervalos numéricos incluyen los numeros que definen el intervalo. En la memoria descriptiva, el término “que
comprende” se usa como término abierto, sustancialmente equivalente a la expresién “incluyendo, pero sin limitarse
a”, y el término “comprende” tiene un significado correspondiente.
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ggcgagagga
ggccccacct
tggaaactga
ctgctgecca
gtggccttaa
gtggcctgct
aaatggccca
tctgeeggec
gaggccgtgg
gacgggcgat
gatagtcagt
dgggtgetgec
ggtgccttct
gcaaagaagc
tgtccggacg
aagtatggct
ccccaagaca
acggacctcc

gtgagctgcc

agcagggagg
ctatattgat
ggtaggcggg
aggaccgcegg
cagcagggct
gcctggaccc
caacactgag
actcctgeat
catgcgggga
cctgctteca
tcgaatgecc
ccatgcccca
gcgacctggt
tccctgecca
cacggtcccg
gctgcccaat
ctgtgtgtga
tcactaagcet

cagatggcta
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agagtgattt
aagtagccaa
tcatcgeget
agtcggacgc
ggtggctgga
cggaggagcc
caggcatctg
ctttaccgtc
tggccatcac
aagatcaggt
ggacttctcec
ggcttcctgce
tcacacccgc
gaggactaac
gtgccctgat
gcccaacgec
cctgatccag
gcctgcegeac

tacctgctgc

gagtagaaaa
tgggagcggg
ggggtctgta
aggcagacca
acgcggtgcec
agctacagct
ggtggcoccct
tcagggactt
tgctgceccac
aacaactccg
acgtgctgty
tgtgaagaca
tgcatcacac
agggcagtgg
ggttctacct
acctgctgct
agtaagtgcc
acagtggggg
cgtctacagt

31

gaaacacagc
tagccctgat
gtctgagcgce
tgtggaccct
cagatggtca
gctgccgtec
gccaggttga
ccagttgcetyg
ggggcttcca
tgggtgccat
ttatggtcga
gggtgcactg
ccacgggcac
ccttgtccag
gctgtgaget
ccgatcacct
tctccaagga
atgtgaaatg

cgggggcctyg

attccaggct
ccctggecaa
tacccggttg
ggtgagctgg
gttctgccct
ccttctggac
tgcccactygce
ccectteccea
ctgcagtgca
ccagtgccect
tggctectyy
ctgtccgeac
ccaccccctg
ctcggtcatyg
gcccagtggg
gcactgctgce
gaacgctacc
tgacatggag
gggctgetgce

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
200
960

1020
1080
1140



CCTtTTaccc
tgtgacacgc
gccccagete
ddtgtcagca
tgctgtccaa
tacacgtgtg
aagatgcctg
accagctgcec
cagttgcccc
tgcaacgtga
ctggcccgta
catgataacc
cagggcgtcet
aggggtacca
gccttgagac
tcggagggtg
accccattct
tcagaagggg
gaccctgtgg
gtttcaataa
<210>2

<211> 593
<212> PRT

aggctgtgtg
agaagggtac
acctcagcect
gctgteectce
tcccagaggc
tagctgaggg
ccecgeegygge
cggtggggca
atgctgtgtg
aggctrcgatc
gccctcacgt
agacctgctg
gttgtgctga
agtgtttgcg
agctgectgtg
cccrcetgetc
gagctcccca
gttgtggcaa
ccaggtygctt

agtttgtraca

<213> Homo sapiens

<400> 2

Met Trp Thr
1

Gly Thr Arg

Asp Pro Gly

35

Trp Pro Thr

50

Ala His

65

Cys

ser Ser Cys

Leu val Ser

Cys Pro Asp

Gly Ala Ser

Thr Leu Ser

ser Ala Gly

70

Cys Pro Phe
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ctgtgaggac
ctgtgaacag
gccagaccca
ctccgatace
tgtctgetge
gcagtgtcag
ttccttatec
gacctgctgce
ctgcgaggat
ctgcgagaag
gggtgtgaag
ccgagacaac
tcggegecac
cagggaggcc
agggacagta
aggccteect
tcaccatgog
aagccacatt
trcectatec

ctttcaaaaa

Trp val ala

Leu

cacatacact
gggccccacce
caagccttga
tgctgccaac
tcggaccacc
cgaggaagceg
caccccagag
ccgagcctgg
cgccagcact
gaagtggtct
gacgtggagt
cgacagggct
tgctgtectyg
ccgcgetgyg
ctgaagactc
agcacctccc
aggtggggcec
acaagctgcc

acaggggtgt

dddddddada

Thr Ala

10

Phe
25

Gly GlIn

ser
40

Tyr Cys

Arg His Leu
55

HiS Ser Cys

pro Glu Ala

Cys

Cys

Gly

Ile

val

Pro val

Arg Pro

Gly

Ala

Leu

gctgteccge
aggtgcecctg
agagagatgt
tcacgtctgy
agcactgctg
agatcgtggc
acatcggctg
gtgggagcty
gctgcccgge
ctgcccagece
gtggggaagg
gggcctgcty
ctggcttccg
acgccecttt
tgcagecctc
cctaaccaaa
tcaatctaag
atcccctecce
ttgtgtgtgt

dda

val
15

Leu

Cys
30

Cys

Leu Asp

45

Gly Pro

60

phe Thr

75

Ala Cys

32

Cys

val

Gly

Gln val

Gly

Ser

Asp Gly

ggggtttacg
gatggagaag
cccctgtgat
ggagtggggc
cccecaggge
tggactggag
tgaccagcac
ggcctgctgce
tggctacacc
tgccaccttce
acacttctgc
tccctaccgce
ctgcgcagec
gagggaccca
gggaccccac
ttctcectgg
gcctteectyg
cgtttcagtg

gcgegtgtge

Ala

Leu

Lys

ASp

Thr

80

His

1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2323



His

Phe

Ser

Arg

Arg

Ala

Pro

Pro

225

ser

Gln

LYs

Ser

Cys

Gln

Ser

cys

Gln

GIn

130

ser

val

Cys

Gln

Asp

210

ser

Asp

Ser

Leu

Cys

290

Cys

Cys

Gly

Leu

Cys

115

Phe

Trp

His

Ile

Gly

His

Lys

Pro

275

Pro

Cys

Pro

Pro

Pro

Pro

100

sSer

Glu

Gly

Cys

Thr

180

Thr

Arg

LYS

Leu

Cys

260

Ala

Asp

Pro

Ala

His

340

ASp

85

Arg

Gly

Cys

Cys

Cys

165

Pro

AsSn

Ser

Tyr

His

245

Leu

His

Gly

Phe

Pro

Gly

Asn

Pro

Cys

150

Pro

Thr

Arg

Arg

Ccys

Ser

Thr

Tyr

Thr

310

Phe

val

GIn

Phe

Asn

Asp

Pro

His

Gly

Ala

Cys

215

Cys

Cys

Lys

val

Thr

295

G1n

Thr

Pro

Ala
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Ser

120

Phe

Met

Gly

Thr

val

200

Pro

Cys

Pro

Glu

Cys

Trp

Leu

ser

Pro

Ala

His

185

Ala

AsSp

Pro

GIn

Asn

265

Asp

Cys

val

Asp

Met

345

Lys

90

ser

Gly

Thr

Gln

Phe

170

Pro

Leu

Gly

Met

250

Ala

val

Arg

Cys

Thr

330

Glu

Arg

Ala

ala

Cys

Ala

155

Cys

Leu

Ser

ser

Fro

235

Thr

Thr

Lys

Leu

Lys

ASp

33

ASp

Ile

Cys

140

Ser

Asp

Ala

Ser

Thr

220

Asn

val

Thr

Cys

Gln

300

Glu

Lys

val

Gly

GlIn

125

val

Cys

Leu

Lys

ser

205

Cys

Ala

Cys

Asp

Asp

285

Ser

Asp

Gly

Pro

Pro

Arg

Cys

Met

Cys

val

Lys

150

val

Cys

Thr

Asp

Leu

270

Met

Gly

His

Thr

Ala

350

Cys

95

ser

Pro

val

Glu

His

175

Leu

Met

Glu

cys

Leu

255

Leu

Glu

Ala

Ile

Cys

335

His

ASp

Cys

ASp

Asp

160

Thr

Pro

Cys

Leu

Cys

240

Ile

Thr

val

Trp

His

320

Glu

Leu

Asn
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355 360 o 365

val ser Ser Cys Pro Ser Ser Asp Thr Cys Cys GIn Leu Thr Ser Gly
370 375 380

Glu Trp Gly Cys Cys Pro Ile Pro Glu Ala val Cys Cys Ser Asp His
385 390 395 400

GIn His Cys Cys Pro GIn Gly Tyr Thr cys val Ala Glu Gly Gln Cys
405 410 415

GIn Arg Gly Ser Glu Ile val Ala Gly Leu Glu Lys Met Pro Ala Arg
420 425 430

Arg Ala Ser Leu Ser His Pro Arg Asp Ile Gly Cys Asp GIn His Thr
435 440 445

Ser Cys Pro val Gly Gln Thr Cys Cys Pro Ser Leu Gly Gly Ser Trp
450 455 460

Ala Cys Cys GIn Leu Pro His Ala val Cys Cys Glu Asp Arg GIn His
465 470 475 480

Cys Cys Pro Ala Gly Tyr Thr Cys Asn val Lys Ala Arg Ser Cys Glu
485 490 495

Lys Glu val val Ser Ala GIn Pro Ala Thr Phe Leu Ala Arg Ser Pro
500 505 510

His val Gly val Lys Asp val Glu ¢Cys Gly Glu Gly His Phe Cys His
515 520 525

Asp Asn GIn Thr Cys Cys Arg Asp Asn Arg Gln Gly Trp Ala Cys Cys
530 535 540

Pro Tyr Arg Gln Gly val Cys Cys Ala Asp Arg Arg His Cys CyS Pro
545 550 355 560

Ala Gly Phe Arg Cys Ala Ala Arg Gly Thr Lys Cys Leu Arg Arg Glu
565 570 575

Ala Pro Arg Trp Asp Ala Pro Leu Arg Asp Pro Ala Leu Arg GIn Leu

Leu
<210> 3
<211>57
<212> PRT

<213> Homo sapiens
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<400> 3

Asp val Lys Cys ésp Met Glu val Ser Cgs Pro Asp Gly Tyr Ihr Cys
1 1 5

Cys Arg Leu GIn Ser Gly Ala Trp Gly Cys Cys Pro Phe Thr Gln aAla
20 25 30

val Cys Cys Glu Asp His Ile His Cys Cys Pro Ala Gly pPhe Thr Cys
35 40 45

Asp Thr GIn Lys Gly Thr Cys Glu Gln
50 55

<210> 4

<211>57

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 4

val Met Cys Pro ?Sp Ala Arg Ser Arg Cys Pro Asp Gly Ser Thr Cys
1 10 15

Cys Glu Leu Pro Ser Gly Lys Tyr Gly Cys Cys Pro Met Pro Asnh Ala
20 25 30

Thr Cys Cys Ser Asp His Leu His Cys Cys Pro Gln Asp Thr val Cys
35 40 45

Asp Leu Ile Gln Ser Lys Cys Leu Ser
50 55

<210>5

<211> 54

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 5

val Pro Cys Asp Asn Val Ser Ser Cys Pro Ser Ser Asp Thr Cys Cys
1 5 10 15

GIn Leu Thr Ser Gly Glu Trp Gly Cys Cys Pro Ile Pro Glu Ala val
20 25 30

Cys Cys Ser Asp His GIn His Cys Cys Pro GIn Gly Tyr Thr Cys val
35 40 45

Ala Glu Gly Gln Cys GIn
50

<210>6
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<211> 56

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 6

Asp Ile Gly Cys Asp GIn His Thr Ser Cys Pro val Gly GIn Thr Cys
1 5 10 15

Cys Pro Ser Leu Gly Gly Ser Trp Ala Cys Cys GIn Leu Pro His Ala
20 25 30

val Cys Cgs Glu Asp Arg Gln Has Cys Cys Pro Ala Gly Tyr Thr Cys
3 4 45

Asn val Lys Ala Arg Ser Cys Glu
50 55

<210>7

<211> 56

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 7

Asp val Glu Cys Gly Glu Gly His Phe Cys His Asp Asn GIn Thr Cys
1 5 10 15

Cys Arg Asp Asn Arg Gln Gly Trp Ala Cys Cys Pro Tyr Arg GIn Gly
20 25 30
val Cys cys Ala Asp Arg Arg His Cys Cys Pro Ala Gly phe Arg Cys
35 40 45

Ala Ala Arg Gly Thr Lys Cys Leu
50 55

<210> 8

<211>57

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 8
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Ala Ile GIn Cys Pro Asp Ser GIn Phe Glu Cys Pro Asp Phe Ser Thr
1

15

Cys Cys val Met val Asp Gly Ser Trp Gly Cys Cys Pro Met Pro Gln
25

20

30

Ala ser §§S Cys Glu Asp Arg val His Cys Cys Pro His Gly Ala Phe

40

Cys Asp Leu val His Thr Arg Cys Ile
50

<210>9

<211> 56

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400>9

45

(l;1y Gly Pro Cys GIn val Asp Ala His <l:365 Sser Ala Gly His Ser Cys

15

Ile Phe Thr val Ser Gly Thr Ser Ser Cys Cys Pro Phe Pro Glu Ala
25

30

val Ala Cys Gly Asp Gly His His Cys Cys Pro Arg Gly Phe His Cys
35 40 45

Ser Ala Asp Gly Arg Ser Cys Phe
50 55

<210> 10

<211> 71

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: péptido sintético

<400> 10
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Ala Met Asp Ile Gly Cys Asp GIn His Thr Ser Cys Pro val Gly Gln
1 5 10 15

Thr Cys Cys Pro Ser Leu Gly Gly Ser Trp Ala Cys Cys Gln Leu Pro
20 25 30

His Ala val Cys Cys Glu Asp Arg Gln His Cys Cys Pro Ala Gly Tyr
35 40 45

Thr Cys asn val Lys Ala Arg Ser Cys Glu Lys Leu Ala Ala Ala Leu
50 55 60

Glu His His His His His His
65 70

<210> 11

<211>72

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: péptido sintético
<400> 11

Ala Met Ala Tle Gln Cys Pro Asp Ser Gln Phe Glu Cys Pro Asp Phe
1 5 10 15

Ser Thr Cys Cys val Met val Asp Gly Ser Trp Gly Cys Cys Pro Met
20 25 30

Pro Gln Ala Ser Cys Cys Glu Asp Arg val His Cys Cys Pro His Gly
35 40 45

Ala Phe Cys Asp Leu val His Thr Arg Cys Ile Lys Leu Ala Ala Ala
50 55 60

Leu Glu His His His His His His
65 70

<210> 12
<211> 589
<212> PRT
<213> Mus sp.
<400> 12
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Met Trp val Leu Met Ser Trp Leu Ala Phe Ala Ala Gly Leu val Ala

Gly Thr GIn Cys Pro Asp Gly Gln ghe Cys Pro val Ala %ys Cys Leu
20 5 0

Asp GIn Gly Gly Ala Asn Tyr Ser Cys CyS Asn Pro Leu Leu Asp Thr
35 40 45

Trp Pro arg Ile Thr Ser His His Leu Asp Gly Ser Cys GIn Thr His
50 55 60

Gly His Cys Pro Ala Gly Tyr Ser Cys Leu Leu Thr val Ser Gly Thr
65 70 75 80

Ser Ser Cys Cys Pro Phe Ser Lys Gly val Ser Cys Gly Asp Gly Tyr
85 90 95

His Cys Cys Pro GIn Gly Phe His Cys Ser Ala Asp Gly Lys Ser Cys
100 105 110

Phe GIn Met Ser Asp Asn Pro Leu Gly Ala val GIn Cys Pro Gly Ser
115 120 125

Gln Phe Glu Cys Pro Asp Ser Ala Thr Cys Cys Ile Met val Asp Gly
130 135 140

Ser Trp Gly Cys Cys Pro Met Pro Gln Ala Ser Cys Cys Glu Asp Arg
145 150 155 160

val His Cys CyS Pro His Gly Ala Ser Cys Asp Leu val His Thr Arg
165 170 175

Cys val Sser Pro Thr Gly Thr His Thr Leu Leu Lys Lys Phe Pro Ala
180 185 190

GIn Lys Thr Asn Arg Ala val Ser Leu Pro Phe Ser val val Cys Pro
195 200 205

Asp Ala Lys Thr GIn Cys Pro Asp Asp Ser Thr Cys Cys Glu Leu Pro
210 215 220
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Pro
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340
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Thr

Pro

Met

420
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Gln

Pro
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Gly

Cys

245

Ser

val

Thr

Lys

Gln

325

Pro

Ile

Asn

Ile

Ile

Thr

His

Thr
485

230

Cys

Lys

Lys

Cys

Ala

310

Cys

Tro

Leu

Asn

Pro

390

Phe

Gly
cys
Ala
470

Cys

Cys

Pro

ASN

Glu

His

Met

Lys

Thr

375

Glu

Thr

Gly

ASD

ASN
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Pro

G1n

Tyr

val

280

Arg

Cys

Thr

Lys

ser

360

Cys

Ala

Cys

Leu

Ile

440

Pro

Cys

val

Met

AsSp

Thr

265

Lys

Leu

Cys

Glu

Cys

val

Leu
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425

Gly

Ser

Cys

Lys

Pro’

Thr
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ASN

Glu

Lys
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Thr

Lys

Cys

Ala

410

LyS

Cys

Leu

Glu

Ala
490

40

ASn

235

val

Asp

AsSp

Thr

ASp

Gly

Ile

Pro

Leu

Cys

395

GlIn

Ile

Asp

Lys

Asp

Arg

Ala

Cys

Leu

MeT

Gly

300

His

Thr

Ala

cys

Asn

380

Ser

Gly

Pro

Gln

Gly

Arg

Thr

Ile

ASp

Leu

Glu

285

Ala

Ile

Cys

Pro

365

ser

Asp

Tyr

Ala

His

445

Ser

Gln

Cys

Cys

Leu

Thr

270

val

Trp

His

Glu

Leu

350

Asp

Gly

Asn

Cys

Arg

Thr

Trp

Cys

Ile

Lys
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Gly

Cys

Met

335

Arg

Phe

ASp

Gln
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415

Gln

Ser

Ala

Cys
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val

Gly

Cys

Asp

ASp

Asn

Cys

530

val

Ser

Met

<210>13

<211> 2145

<212> ADN

Phe

val

515

Lys

Cys

Ala

Phe

<213> Mus sp.

<400> 13

Ile

500

Glu

Asp

Cys

Arg

Leu
580

GIn

cys

Ser

Arg

Gly

Arg

Pro

Gly

Asp

Pro

Gglu

Gly

Gly

LYS

Pro
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val

Arg

Cys

val

‘Leu

505

His

Trp

His

Leu

Pro
585

Leu’

Phe

Ala

Cys

570

Arg

41

Thr

Cys

Cys

Cys

555

Lys

Pro

Leu

His

Cys

540

Pro

Lys

Leu

Gly

Asp

525

Pro

Gly

Ile

Leu

Pro

510

Asn

Tyr

Gly

Pro

Lys

GIn

Leu

Phe

Arg
575

val

Thr

Lys
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560
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gagatgcctc
tggctggect
CCTgttgect
gacacatggc
tgtcctgctg
tctaagggtg
gcagatggga
gggagccagt
ggatgttgte
ggggcctect
ctaaagaagt
tgccctgatyg
aagtatggct
ccccaggaca
gatctcctga
agctgccctyg
tttgccaagg
cacacagaga

atagcccccc

ccagggagcc
tcgcggcagg
gctgccttga
ctagaataac
gctattcttg
tgtcttgtogg
aatcctgctt
ttgaatgtce
ccatgccceca
gtgacctggt
tccctgeaca
ctaagaccca
gctgtccaat
ctgtatgtga
ccaagctgcc
aaggatatac
ccgtgrgttg
aaggaacctg

tcegectgec
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cggaccccga
gctggragec
ccagggagga
gagccatcat
tcttctcact
tgatggctac
ccagatgtca
tgactctgcc
ggcctcttge
tcacacacga
aaagaccaac
gtgtcccgat
gcccaatgec
cctgatccag
tggataccca
ctgctgecgce
tgaggatcac
cgaaatgggt

dagacccacag

cgcaggcaga
ggaacacagt
gccaactaca
ctagatggct
gtgtctggga
cactgctgcc
gataacccct
acctgcetgea
tgtgaagaca
tgcgtttcac
agggcagtgt
gattctacct
atctgctgtt
agtaagtgcc
gtgaaggagg
ctcaacactyg
attcattgct
atcctccaag

atcttgaaga

42

ccatgtgggt
gtccagatgg
gctgctgtaa
cctgcecagac
cttccagetg
ccecagggett
tgggtgctgt
ttatggttyga
gagtgcattyg
ccacgggcac
ctttgecttt
gctgtgaget
ccgaccacct
tatccaagaa
tgaagtgcga
gggcctgggg

gcccggcagg
taccctggat

gtgatacacc

cctgatgagc
gcagttctgc
cccrettetyg
ccatggeeac
ctgccegttc
ccactgtagt
ccagtgtect
tggrtcgtgg
ctgtccccat
ccacacccta
ttctgregty
acccactggg
gcactgctgce
ctacaccacg
catggaggtyg
ctgctgtcca
gtttcagtgt
gaagaaggtc

ttgtgatgac

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
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15

ttcactaggt
tgtcccatce
acatgtctgg
atacctgecece
agctgeccag
ctgccccatg
aatgtgaagg
acccteggec
cagacctgtt
tgctgtagag
aagtgtttgce
ccgctactgt
cgagggtacc
ctcatcctga
tggaaagaag
gaccttgtag

tgtgcgcegtg

gtcctacaaa
cagaggctgt
ctcaggggta
gccagacaac
tagggcaaac
ctgtgtgctg
cgaggacctg
ctaaggttgg
gtaaagacag
atggacgtca
gaaagaagat
aaggaagggc
cactactcag
gtcaccctat
gctgtggcca
ccaggtgcte

tgcgtgtgtt
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caatacctgc
ctgctgctca
ctgtcagaag
ccegetecaa
ctgetygecca
tgaggaccgg
tgagaaggat
gaatgtggag
tgcaggagtc
ctgttgcccec
tcctegetgy
tacagactta
gcectecctag
caccatggga
aaagcccegt
ttcecgagec

gctccaataa

tgcaaactca
gacaaccagce
ggagacacaa
attggagata
agcectcaagg
cagcactgtt
gtcgatttta
tgtggagaag
tgggcctygct
ggtggcttcc
gacatgtttt
aggaactcca
cgcctectec
ggtggagcct
atcaaactgc
acaggtgtte

agtttgtaca

<210> 14

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: oligonucleétido sintético

<400> 14

gagcaggtgg atttgtgaac agcgg

<210> 15

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: oligonucleétido sintético
<400> 15

gaacacgtgg atttctgaag agagg

<210> 16
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attctygggga
attgctgecc
tggtggctgg
tcggttgtga
gaagttggyc
gcccggcecgyg
tccagectcec
ggcatttctg
gtccctacct
actgttcagc
tgagggatcc
cagtcetggy
cctaacgtct
caaactaaaa
catttcttcc
tgtgagctty

ctttc

€tgggyctge
tcagggette

cctggagaag
ccagcatacc
ctgctgceag
gtacacctgc
cgtgctecty
ccatgataac
aaagggtgtc
caggggaacc
ggtcccaaga
aaccctgttc
ccccggecta
ccttctttta
ggtttctgtg
cttgtgtgtg

1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2145

25

25



10

15

20

25

30

ES 2596 360 T3

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcién de secuencia artificial: oligonucledétido sintético
<400> 16

CCtcttacct cagttacaat ttata

<210> 17

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: oligonucleétido sintético

<400> 17

cgacatcttc tgcaccattg gc

<210> 18

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: Oligonucledtido sintético
<400> 18

tttaaatatt tcccaagtcc aacgt

<210> 19
<211>6
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: cola de 6xHis sintética
<400> 19
}iis His His His I;is His
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REIVINDICACIONES

Composicion que comprende un efector que aumenta la expresion de progranulina en neuronas o un
polipéptido de progranulina para su uso en el tratamiento de una enfermedad neurodegenerativa, en la que
el efector es un &cido nucleico de progranulina y en la que la enfermedad neurodegenerativa es
enfermedad de Parkinson o enfermedad de Alzheimer.

Composicidon para su uso segun la reivindicacion 1, en la que la composicién esta adaptada para la
administracion parenteral, y en la que la via de la administracién parenteral se selecciona del grupo que
consiste en por via intradérmica, por via subcutanea, por via intramuscular, por via intraperitoneal, por via
intravenosa, por via intraventricular, por via intratecal, por via intracerebral y por via intracordal.

Composiciéon para su uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 6 2, en la que la enfermedad
neurodegenerativa esta mediada por una excitotoxina, y en la que la excitotoxina es un glucésido de
esterol.

Composicion para su uso segun la reivindicacion 3, en la que el glucésido de esterol se selecciona del
grupo que consiste en beta-sitosterol-beta-D-glucésido y glucdsido de colesterol, o analogos o derivados de
los mismos.

Composicion farmacéutica para su uso en un método para reducir o prevenir los sintomas de una
enfermedad neurodegenerativa, comprendiendo dicha composicién un efector que aumenta la expresion de
progranulina en neuronas o un polipéptido de progranulina y un portador farmacéuticamente aceptable para
el mismo, en la que el efector es un acido nucleico de progranulina y en la que la enfermedad
neurodegenerativa es enfermedad de Parkinson o enfermedad de Alzheimer.

Composicion farmacéutica para su uso segun la reivindicacion 5, en una forma de dosificacién parenteral,
en la que la forma de dosificacion esta adaptada para la administracién parenteral por una via seleccionada
del grupo que consiste en intradérmica, subcuténea, intramuscular, intraperitoneal, intravenosa,
intraventricular, intratecal, intracerebral e intracordal.

Composicion farmacéutica para su uso seguin una cualquiera de las reivindicaciones 5 6 6, en la que la
enfermedad neurodegenerativa esta mediada por una excitotoxina, en la que la excitotoxina es un glucésido
de esterol, y en la que el glucésido de esterol se selecciona del grupo que consiste en beta-sitosterol-beta-
D-glucdsido y glucésido de colesterol, o analogos o derivados de los mismos.

Composicion para su uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-4 o composicién farmacéutica
para su uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 5-7, en la que el acido nucleico de progranulina
es un ADN que codifica para progranulina o partes de la misma.

Composiciéon para su uso segun la reivindicacion 1 o composicién farmacéutica para su uso segun la
reivindicacion 5, en la que el acido nucleico de progranulina es un ADN que codifica para el polipéptido de
progranulina de SEQ ID NO. 7 u 11.

Composiciéon para su uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-4 o composicion farmacéutica
para su uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 5-7, en la que el acido nucleico de progranulina
tiene una homologia de al menos el 80% con la secuencia codificante de ADN para progranulina de SEQ ID
NO. 1.

Composicion para su uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-4 y 8-10 o composicion

farmacéutica para su uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 5-10, en la que el acido nucleico de
progranulina esta contenido dentro de un vector.
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Puntuacion de EP
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FIGURA 1

Prueba del reflejo de extensidn de las piernas
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Recuentos de neuronas
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FIGURA 5
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Sonda antisentido
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FIGURA 6
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FIGURA 7
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FIGURA 8
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FIGURA 9
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FIGURA 10
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Tratado con
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FIGURA 11

Manifestacion morfolégica visible de
silenciamiento de Progrn-a a las 120 htf

(Prpgrn-a-MO1, 10 ng/embrion)
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3 - Distension intestinal visceral
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FIGURA 12
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FIGURA 13
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Recuentos de células promedio por campo
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FIGURA 14A
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FPorcentaje de celulas positivas

Porcentaje de células positivas
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FIGURA 14B
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Porcentaje promedio de células supervivientes
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FIGURA 15

@NSC34-pcDNA
“NSC34-pcDNA-Pgrn

100 -

80 4

40 -

10 1

L ]

Medio libre de suero Suero al 5%

59



ES 2596 360 T3

FIGURA 16
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FIGURA 17
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FIGURA 18

62



DO, (% del control)
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FIGURA 19
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FIGURA 20
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FIGURA 21
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Unidades de fluorescencia
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FIGURA 22

Efecto de GrnD y F en NSC34/RPMI
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tasa de supervivencia (%)
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FIGURA 23
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FIGURA 24

(A) Recuentos de neuronas motoras en médula
espinal lumbar (tincién de Nissl)
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Absorbancia de MTT (% de no tratado)
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FIGURA 25
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absorbancia
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FIGURA 26

Efecto de progranulina sobre la supervivencia de
NSC34 cultivadas en RPMI

2 hpgrn

Dia 1 Dia 4

hPGRN 100ng/mli

70



ES 2596 360 T3

FIGURA 27
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FIGURA 28
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