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TDP-43蛋白病诊断和治疗的新靶点

(57)摘要

本发明涉及TDP-43蛋白病的诊断和治疗。本

发明提供TDP-43基因及其产物和衍生物的结合

剂和/或调节剂用于诊断、预防和/或治疗TDP-43

蛋白病的诊断剂和/或药物的用途，所述结合剂

和/或调节剂包括TDP-43基因、TDP-43基因产物

或其衍生物的结合因子和/或调控因子，例如降

低TDP-43基因表达的调节剂或降低TDP-43基因

产物或其衍生物含量的调节剂，例如线粒体蛋白

酶LonP1及相关调控因子。本发明还提供包括所

述结合剂和/或调节剂的用于诊断、预防和/或治

疗TDP-43蛋白病的试剂盒。
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1.TDP-43基因及其产物和衍生物的结合剂和/或调节剂在制备用于诊断、预防和/或治

疗TDP-43蛋白病的诊断剂和/或药物的用途，所述结合剂和/或调节剂包括例如TDP-43基

因、TDP-43基因产物或其衍生物的结合剂和/或调节剂，包括例如降低TDP-43基因表达的调

节剂，包括例如降低TDP-43基因产物或其衍生物的调节剂、降解TDP-43基因产物或其衍生

物的蛋白酶、核酸酶及相关因子，包括例如线粒体蛋白酶LonP1及相关调控因子，例如提高

LonP1基因表达的调节剂，提高LonP1蛋白含量或其活性的调节剂。

2.权利要求1所述的用途，其中所述结合剂和/或调节剂包括小分子化合物、TDP-43蛋

白抗体、LonP1蛋白抗体、融合蛋白或基因药物，例如降低TDP-43基因表达的调节剂包括例

如RNAi、利用同源重组进行基因敲除、利用CRISPR/Cas9进行基因编辑的试剂；例如降低

TDP-43基因产物或其衍生物的调节剂包括小分子化合物，TDP-43蛋白抗体、LonP1蛋白抗体

或融合蛋白；例如降解TDP-43基因产物或其衍生物的蛋白酶(包括线粒体蛋白酶LonP1，例

如SEQ  ID  NO：4所示的线粒体蛋白酶LonP1)或核酸酶及相关因子。

3.权利要求1或2所述的用途，其中TDP-43基因产物或其衍生物包括TDP-43蛋白野生型

(Wt)或其变体，例如ALS突变型(A315T，A315E及其他ALS相关突变)，例如SEQ  ID  NO：1所示

的TDP-43蛋白野生型序列，SEQ  ID  NO：2所示的TDP-43蛋白A315T突变体序列，SEQ  ID  NO：3

所示的TDP-43蛋白A315E突变体序列。

4.权利要求1-3任一项所述的用途，其中所述结合剂和/或调节剂1)特异性结合和/或

调节TDP-43基因或蛋白，2)特异性结合和/或调节LonP1基因或蛋白，或者3)特异性结合和/

或调节TDP-43蛋白和LonP1蛋白二者；例如a)在线粒体中特异性结合和/或调节上述基因

和/或蛋白，例如b)由此检测TDP-43蛋白或其衍生物的存在和/或含量，例如c)由此降低

TDP-43蛋白或其衍生物的含量，例如d)由此提高LonP1基因的表达，或者提高LonP1的含量

或活性，例如e)由此诊断TDP-43蛋白病，例如f)由此治疗TDP-43蛋白病。

5.权利要求1-4任一项所述的用途，其中TDP-43蛋白病包括下述一种或多种：1)TDP-43

蛋白病病理组织的细胞质中出现TDP-43蛋白免疫阳性的包涵体，2)TDP-43蛋白病病理组织

的细胞线粒体中TDP-43蛋白积累和/或导致线粒体损伤或损伤加重；和/或3)TDP-43蛋白野

生型或其变体如A315T-突变型过量表达，导致线粒体缺陷。

6.权利要求1-5任一项所述的用途，其中检测线粒体内TDP-43蛋白和LonP1蛋白之间的

相互作用，例如直接相互作用，以诊断TDP-43蛋白病；或者通过所述LonP1蛋白调节例如降

低所述TDP-43蛋白的含量，例如在线粒体内的含量，以治疗TDP-43蛋白病。

7.权利要求1-6任一项所述的用途，其中所述TDP-43蛋白病包括TDP-43相关的神经退

行性疾病，例如TDP-43相关的痴呆、认知障碍(包括阿尔茨海默病(Alzheimer’s  Disease，

AD)和额颞叶退行性变(Frontotemporal  Lobar  Degeneration/dementia，FTLD-TDP))、运

动神经元疾病(如肌萎缩性侧索硬化(Amyotrophic  Lateral  Sclerosis，ALS-TDP))和包涵

体肌病(Inclusion  Body  Myopathy，IBM)。

8.权利要求1-7任一项所述的用途，其中所述结合剂和/或调节剂：1)与TDP-43蛋白和/

或LonP1蛋白结合；2)增强TDP-43蛋白与LonP1蛋白之间的相互作用；3)降低TDP-43蛋白及

其衍生物含量和/或提高LonP1蛋白含量；和/或4)降低TDP-43基因和/或提高LonP1基因的

表达。

9.权利要求1-8任一项所述的用途，其中所述结合剂和/或调节剂以LonP1蛋白为对象，
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例如可以是提高LonP1基因表达或其蛋白酶活性的小分子药物。

10.用于诊断、预防和/或治疗TDP-43蛋白病的试剂盒，其包含权利要求1-9中任一项限

定的TDP-43基因及其产物和衍生物的结合剂和/或调节剂。
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TDP-43蛋白病诊断和治疗的新靶点

技术领域

[0001] 本发明涉及医药技术领域，特别是涉及一种用于开发TDP-43蛋白病(TDP-43 

proteinopathies)诊断手段及治疗药物的新靶点。

背景技术

[0002] TDP-43蛋白病(TDP-43  proteinopathies)，是一组致命性的、累及多种神经元包

括运动神经元的神经退行性疾病。铜/锌超氧化物歧化酶1(Cu/Zn  SOD1)基因在家族性肌萎

缩侧索硬化症(Amyotrophic  Lateral  Sclerosis，ALS)患者中发生突变，是第一个被鉴定

出的ALS相关基因。接下来又发现了十几个与ALS有关联的基因，其中包括RNA/DNA结合蛋白

TDP-43和FUS。TDP-43全称为TAR  DNA-binding  protein  43kDa。许多神经系统疾病检测到

具有TDP-43免疫阳性的包涵体，因此从病理角度讲，这些疾病可以归类为TDP-43蛋白病。这

些疾病在遗传上和临床上都是异质性的。根据累及的区域不同，TDP-43蛋白病可以表现为

运动神经元疾病(如ALS-TDP-43)、额颞叶变性病(Frontotemporal  lobar  degeneration/

dementia，FTLD-TDP-43)、包涵体肌病(inclusion  body  myopathy，IBM)和部分的阿尔茨海

默病(Alzheimer’s  Disease，AD)。有意思的是，尽管在ALS-TDP患者中发现了40多个TDP-43

基因突变，但是在绝大多数散发性或家族性FTLD-TDP-43病例中还没有检测到任何TDP-43

本身的基因突变。近来研究发现，超过50％的AD病例中有TDP-43蛋白的异常沉积，说明TDP-

43包涵体形成可能是多种神经退行性疾病的共同病理机制。

[0003] 目前已建立的几个模型可用来模拟TDP-43蛋白病，这些模型包括从单细胞的酵母

到多细胞的果蝇及脊椎动物。对于TDP-43蛋白病的诊断和治疗，仍然需要继续进行深入研

究。

发明内容

[0004] 发明人对TDP-43蛋白病进行了研究，发现了对于所述疾病的新的诊断、预防和/或

治疗方法及新的靶点。

[0005] 在一些实施方案中，本发明提供TDP-43蛋白病的诊断、预防和/或治疗方法，所述

方法包括向有此需要的受试者施用有效量的TDP-43基因及其产物和衍生物的结合剂和/或

调节剂。

[0006] 在一些实施方案中，本发明提供TDP-43基因及其产物和衍生物的结合剂和/或调

节剂用于诊断、预防和/或治疗TDP-43蛋白病的诊断剂和/或药物的用途。TDP-43基因及其

产物和衍生物的结合剂和/或调节剂(或称为结合因子和/或调控因子，本文中有时简称为

TDP-43结合剂和/或调节剂，或者TDP-43结合因子和/或调控因子)包括例如TDP-43基因、

TDP-43基因产物或其衍生物的结合剂和/或调节剂，包括例如降低TDP-43基因表达的调节

剂，包括例如降低TDP-43基因产物或其衍生物含量的调节剂、降解TDP-43基因产物或其衍

生物的蛋白酶、核酸酶及相关因子，包括例如线粒体蛋白酶LonP1及相关调控因子，例如提

高LonP1基因表达的调节剂，提高LonP1蛋白含量或其活性的调节剂。在一些实施方案中，鉴
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于能够结合和/或调节LonP1基因及其产物和衍生物来间接结合和/或调节TDP-43基因及其

产物和衍生物，本文所述TDP-43基因及其产物和衍生物的结合剂和/或调节剂在广泛意义

上包括LonP1基因及其产物和衍生物的结合剂和/或调节剂。在一些实施方案中，TDP-43和/

或LonP1基因产物(TDP-43和/或LonP1蛋白)的衍生物包括TDP-43和/或LonP1蛋白变体，例

如与野生型TDP-43蛋白和/或LonP1蛋白(例如SEQ  ID  NO：1所示的TDP-43蛋白和/或SEQ  ID 

NO：4所示的LonP1蛋白)相比具有一个或多个氨基酸置换、缺失和/或插入产生的蛋白变体。

在一些实施方案中，所述衍生物与野生型蛋白相比具有例如1个、2个、3个、4个、5个、6个、7

个、8个、9个、10个、15个、20个或更多个氨基酸置换，例如保守置换。在一些实施方案中，所

述衍生物与野生型蛋白相比具有例如1个、2个、3个、4个、5个、6个、7个、8个、9个、10个、15

个、20个或更多个氨基酸可以被去除或添加到天然肽序列上。在一些实施方案中，LonP1蛋

白衍生物保留了野生型蛋白的活性，或与野生型蛋白相比提高的活性，例如酶活性和/或降

解TDP-43的活性。在一些实施方案中，TDP-43蛋白衍生物导致线粒体损伤和/或TDP-43蛋白

病。

[0007] 在一些实施方案中，TDP-43和/或LonP1基因产物(TDP-43和/或LonP1蛋白)的衍生

物或变体与参比蛋白(例如野生型蛋白或亲本蛋白)可以具有一个或多个保守氨基酸置换。

保守氨基酸置换是氨基酸残基被带有具有相似理化性质的侧链的氨基酸残基置换。本领域

中已知具有相似侧链的氨基酸残基，例如带有碱性侧链的氨基酸(例如，赖氨酸、精氨酸、组

氨酸)，带有酸性侧链的氨基酸(例如，天冬氨酸、谷氨酸)，带有不带电荷的极性侧链的氨基

酸(例如，甘氨酸、天冬酰胺、谷氨酰胺、丝氨酸、苏氨酸、酪氨酸、半胱氨酸、色氨酸)，带有非

极性侧链的氨基酸(例如，丙氨酸、缬氨酸、亮氨酸、异亮氨酸、脯氨酸、苯丙氨酸、甲硫氨

酸)，带有β分支侧链的氨基酸(例如，苏氨酸、缬氨酸、异亮氨酸)和带有芳香族侧链的氨基

酸(例如，酪氨酸、苯丙氨酸、色氨酸、组氨酸)。在一些实施方案中，TDP-43和/或LonP1基因

产物(TDP-43和/或LonP1蛋白)的衍生物或变体与参比蛋白(例如野生型蛋白或亲本蛋白)

可以具有至少约50％、55％、60％、65％、70％、75％、80％、85％、90％、91％、92％、93％、

94％、95％、96％、97％、98％、99％或更高的氨基酸同一性。序列同一性可以通过本领域已

知的程序例如GAP、BESTFIT、FASTA、ClustalW、BLAST使用默认参数比对。

[0008] 在一些实施方案中，当用于诊断时，本发明可以采用TDP-43结合剂。在一些实施方

案中，TDP-43结合剂以最广意义上使用，可以包括例如特异性结合TDP-43和/或LonP1的试

剂如抗体。在一些实施方案中，已经发现能够通过检测TDP-43或其衍生物的存在(例如其在

线粒体中的存在)来诊断TDP-43蛋白病和/或确定所述疾病的进展和/或治疗效果。在一些

实施方案中，已经发现TDP-43蛋白病患者中LonP1蛋白水平显著上调，因此能够通过检测

LonP1蛋白水平来诊断TDP-43蛋白病，或确定疾病进展，或确定疾病治疗效果。在一些实施

方案中，本发明涉及通过特异性结合LonP1蛋白的试剂如抗体来诊断TDP-43蛋白病和/或确

定所述疾病的进展和/或治疗效果。在一些实施方案中，已经利用免疫共沉淀方法检测发现

TDP-43蛋白LonP1蛋白存在直接相互作用。因此，在一些实施方案中，可以通过检测LonP1的

存在间接检测TDP-43的存在和含量。在一些实施方案中，本发明所述TDP-43结合剂包括特

异性结合LonP1的试剂例如抗体。在一些实施方案中，所述结合剂包括特异性结合TDP-43和

LonP1二者的试剂如抗体。在一些实施方案中，所述结合剂用于检测线粒体内TDP-43蛋白或

其衍生物的存在。在一些实施方案中，所述抗体可以通过可检测的标记物进行检测和/或定
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量。在一些实施方案中，可检测的标记物没有特别限制，例如用荧光标记物如吖啶酯标记，

例如通过接头如生物素-亲和素与荧光标记物如吖啶酯标记。在一些实施方案中，所述标记

可以包括但不限于荧光标记，发色团标记，电子致密标记，化学发光标记，和放射性标记，以

及间接标记如酶或配体，例如，通过酶促反应或分子相互作用来间接检测。在一些实施方案

中，示例性标记包括但不限于放射性同位素，荧光团，罗丹明及其衍生物，荧光素酶，荧光

素，辣根过氧化物酶(HRP)，碱性磷酸酶，β-半乳糖苷酶，葡糖淀粉酶，溶菌酶，糖类氧化酶，

例如，葡萄糖氧化酶，半乳糖氧化酶，和葡萄糖-6-磷酸脱氢酶，生物素/抗生物素蛋白，自旋

标记，噬菌体标记等等。

[0009] 在一些实施方案中，本发明包括用于诊断TDP-43蛋白病的试剂盒。在一些实施方

案中，所述试剂盒可以包括例如固相，如磁性颗粒，胶乳粒子和微量滴定板；TDP-43和/或

LonP1的试剂如抗体或其片段，如Fab，Fab′，F(ab′)2，Fd，Fv，互补决定区(CDR)片段，单链抗

体(例如，scFv)，双价抗体或结构域抗体。在一些实施方案中，可以将抗体包被固相如磁珠，

然后用标记的抗体与结合在反应板上的抗原再次结合，经显色后读取结果。在一些实施方

案中，本发明的抗体可以用于包被固相如磁珠或用作标记的第二抗体。在一些实施方案中，

抗体或其抗原结合片段固定到一个表面上，例如固相支持物上，例如塑料、膜如硝酸纤维素

膜、玻璃、磁珠或金属支持物。在一些实施方案中，来自受试者的样品与所述固相支持物接

触，然后接触带有可检测标记的抗体指示剂显色。在一些实施方案中，来自受试者的样品可

以包括健康或病理状态的生物组织、细胞或体液，例如血液样品，例如血浆、血清、血制品

等。

[0010] 在一些实施方案中，本发明包括TDP-43蛋白病的预防和/或治疗方法或相应用途。

在一些实施方案中，TDP-43蛋白病的预防和/或治疗可以通过施用TDP-43结合剂和/或调节

剂(例如抑制剂)来进行。在一些实施方案中，本发明所述TDP-43结合剂和/或调节剂以最广

泛意义使用，可以包括小分子化合物、TDP-43蛋白抗体、LonP1蛋白抗体、融合蛋白或基因药

物，例如降低TDP-43基因表达的调节剂包括例如RNAi、利用同源重组进行基因敲除、利用

CRISPR/Cas9进行基因编辑的试剂；例如降低TDP-43基因产物或其衍生物的调节剂包括小

分子化合物，TDP-43蛋白抗体、LonP1蛋白抗体或融合蛋白；例如降解TDP-43基因产物或其

衍生物的蛋白酶包括线粒体蛋白酶LonP1，例如SEQ  ID  NO：4所示的线粒体蛋白酶LonP1，例

如提高LonP1基因表达的调节剂，提高LonP1蛋白含量或其酶活性的调节剂。在一些实施方

案中，所述TDP-43调节剂以最广意义使用，包括例如降低TDP-43蛋白或其衍生物的含量(例

如线粒体内TDP-43蛋白或其衍生物的含量)的物质(包括例如LonP1蛋白本身)，也包括通过

激活LonP1蛋白或增加LonP1蛋白的表达而间接调节TDP-43的物质。在一些实施方案中，所

述调节剂与不含所述调节剂的对照或其它对照试剂(如已知用于治疗TDP-43蛋白病的对照

药物)相比能够降低TDP-43蛋白的含量(例如线粒体内TDP-43蛋白的含量)，例如降低5％，

10％、20％、30％、40％、50％、60％、70％、80％、90％、95％或更多。

[0011] 在一些实施方案中，本发明所述TDP-43基因产物或其衍生物包括TDP-43蛋白野生

型(Wt)或其变体，例如ALS突变型(A315T，A315E及其他ALS相关突变)，例如SEQ  ID  NO：1所

示的TDP-43蛋白野生型序列，SEQ  ID  NO：2所示的TDP-43蛋白A315T突变体序列，SEQ  ID 

NO：3所示的TDP-43蛋白A315E突变体序列。

[0012] 在一些实施方案中，本发明所述TDP-43结合剂和/或调节剂降低线粒体中TDP-43
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蛋白或其衍生物的含量。在一些实施方案中，所述结合剂和/或调节剂1)特异性结合和/或

调节TDP-43基因或蛋白，2)特异性结合和/或调节LonP1基因或蛋白，或者3)特异性结合和/

或调节TDP-43蛋白和LonP1蛋白二者；例如a)在线粒体中特异性结合和/或调节上述基因

和/或蛋白，例如b)由此检测TDP-43蛋白或其衍生物的存在和/或含量，例如c)由此降低

TDP-43蛋白或其衍生物的含量，例如d)由此提高LonP1基因的表达，或者提高LonP1的含量

或活性，例如e)由此诊断TDP-43蛋白病，例如f)由此治疗TDP-43蛋白病。在一些实施方案

中，本发明尤其涉及通过LonP1基因和/或蛋白的结合和/或调节来诊断、预防和/或治疗

TDP-43蛋白病。

[0013] 在一些实施方案中，本发明所述TDP-43蛋白病可以包括下述一种或多种：1)在细

胞质中出现TDP-43蛋白免疫阳性的包涵体，2)线粒体中TDP-43蛋白积累和/或导致线粒体

损伤或损伤加重；和/或3)TDP-43蛋白野生型或其变体如A315T-突变型过量表达，导致线粒

体缺陷。

[0014] 在一些实施方案中，本发明包括检测线粒体内TDP-43蛋白和LonP1蛋白之间的相

互作用，例如直接相互作用，以诊断TDP-43蛋白病；或者通过所述LonP1蛋白调节例如降低

所述TDP-43蛋白的含量，例如在线粒体内的含量，以治疗TDP-43蛋白病。

[0015] 在一些实施方案中，本发明所述TDP-43蛋白病可以包括TDP-43相关的神经退行性

疾病，其可以是TDP-43突变和/或表达异常导致的疾病。在一些实施方案中，所述疾病包括

例如TDP-43相关的痴呆、认知障碍(包括阿尔茨海默病(AD)和额颞叶退行性变(FTLD-

TDP))、运动神经元疾病(如肌萎缩性侧索硬化(ALS-TDP))和包涵体肌病(IBM)。

[0016] 在一些实施方案中，本发明所述TDP-43结合剂和/或调节剂能够：1)与TDP-43蛋白

和/或LonP1蛋白结合；2)增强TDP-43蛋白与LonP1蛋白之间的相互作用；3)降低TDP-43蛋白

或其衍生物含量和/或提高LonP1蛋白含量；和/或4)降低TDP-43基因和/或提高LonP1基因

的表达。

[0017] 在一些实施方案中，本发明所述TDP-43结合剂和/或调节剂可以以LonP1蛋白为对

象，例如可以是提高LonP1基因表达或其蛋白酶活性的小分子药物。

[0018] 在一些实施方案中，本发明提供用于诊断、预防和/或治疗TDP-43蛋白病的试剂

盒，其包含本文描述的TDP-43结合剂和/或调节剂。

[0019] 在一些实施方案中，在一些实施方案中，本发明提供药物组合物和/或试剂盒，其

包括1)TDP-43结合剂和/或调节剂，和2)药用载体。在一些实施方案中，TDP-43结合剂和/或

调节剂可以与另外的治疗剂联合使用。在一些实施方案中，另外的治疗剂包括治疗TDP-43

蛋白病治疗剂。在一些实施方案中，本发明提供药物组合物和/或试剂盒还可以包括一种或

多种另外的TDP-43蛋白病治疗剂。在一些实施方案中，例如试剂盒可以包括容器，和使用说

明书。在一些实施方案中，合适的容器包括例如瓶子或注射器。在一些实施方案中，组合物

和/或试剂盒可以包括含有TDP-43结合剂和/或调节剂的第一容器，和含有其它组合物的第

二容器，和任选的含有更多其它组合物的更多容器。在一些实施方案中，制品、组合物或试

剂盒还可以包含含有药用缓冲液、稀释剂、载体的容器。在一些实施方案中，还可包括其他

材料，如滤器、针头和注射器。在一些实施方案中，药用载体是指药物中不同于活性成分的

成分，其对个体是无毒的。在一些实施方案中，药用载体包括缓冲剂、赋形剂、稳定剂或防腐

剂。
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[0020] 在一些实施方案中，本发明所述的治疗包括改变被治疗的个体的临床进程，并且

可以包括预防或临床病理水平改善。治疗包括但不限于防止疾病发生或复发，缓和症状，消

除疾病的直接或间接病理后果，降低疾病进展速率，改善或减轻疾病状态，和改善的预后。

在一些实施方案中，本发明的药物用于治疗和/或预防相关疾病，和/或用于延缓疾病的发

生或减缓疾病的进展。

[0021] 在一些实施方案中，为了预防或治疗疾病，本发明的药物的合适剂量可以通过待

治疗疾病的类型、疾病的严重性和进程、药物以预防目的给药还是以治疗目的给药、以前的

治疗、患者的临床病史和对所述药物的应答等因素确定。药物可以通过一次或多次分别给

药，或通过连续输注。治疗的进展可以通过常规技术和测定来监测。

[0022] 本发明的药物可以通过任何适当的方法使用，包括例如口服、静脉内、胃肠外、经

皮、皮下、阴道内、腹膜内、鼻内、粘膜、舌下、局部或直肠给药以及它们的任何组合。在一些

实施方案中，给药途径包括静脉内、肌内、皮内、腹膜内、皮下、或其它不经肠道的施用途径，

例如通过注射或输注。在一些实施方案中，注射途径包括但不限于静脉内、肌内、动脉内、硬

膜内、眶内、心内、皮内、腹膜内、经气管的、皮下、表皮下、关节内、蛛网膜下、脊柱内、硬膜外

和胸骨内的注射和输注。在一些实施方案中，可以通过局部的、表皮的或粘膜的施用途径给

药。

[0023] 在一些实施方案中，本发明提供一种诊断、预防和/或治疗TDP-43蛋白病的方法，

所述方法包括向有此需要的受试者施用TDP-43结合剂和/或调节剂。在一些实施方案中，本

发明涉及TDP-43结合剂和/或调节剂用于预防和/或治疗TDP-43蛋白病的用途。在一些实施

方案中，本发明涉及TDP-43结合剂和/或调节剂，其用于诊断、预防和/或治疗TDP-43蛋白

病。在一些实施方案中，本发明涉及TDP-43结合剂和/或调节剂在制备诊断、预防和/或治疗

TDP-43蛋白病的试剂、制品、组合物、制剂和/或试剂盒中的用途。

[0024] 本发明提供了一种用于开发TDP-43蛋白病(TDP-43  proteinopathies)诊断手段

及治疗药物的新靶点。

[0025] 在一些实施方案中，在TDP-43蛋白病(TDP-43  proteinopathies)的病理样本中，

线粒体出现损伤或损伤加重，这些损伤的线粒体中有TDP-43蛋白形成的电子致密物出现；

在体内过表达野生型Wt-或A315T/E-突变型TDP-43蛋白，导致线粒体缺陷。

[0026] 在一些实施方案中，所述TDP-43蛋白和所述LonP1蛋白之间的相互作用是在线粒

体内发生的；所述TDP-43蛋白和所述LonP1蛋白之间的相互作用为直接相互作用；所述

LonP1蛋白可降解所述TDP-43蛋白；所述LonP1蛋白对所述TDP-43蛋白在线粒体内的含量有

调节作用。

[0027] 在一些实施方案中，所述TDP-43蛋白在线粒体内积累，引发线粒体膜电位降低、呼

吸链复合物I和IV活性下降、活性氧升高，神经细胞的线粒体尺寸变小、嵴肿胀等形态异常，

并引发神经退行性疾病的发生。

[0028] 在一些实施方案中，本发明的新靶点开发的诊断手段及治疗药物能用于诊断、预

防和治疗TDP-43蛋白病。

[0029] 在一些实施方案中，所述药物为小分子化合物、TDP-43蛋白抗体、LonP1蛋白抗体、

融合蛋白或基因药物。

[0030] 在一些实施方案中，所述药物能与TDP-43蛋白或LonP1蛋白结合、增强TDP-43蛋白
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与LonP1蛋白之间的相互作用，或者降低TDP-43基因，或者提高LONP1基因的表达。

[0031] 在一些实施方案中，所述药物包括以所述LonP1蛋白为对象，合成增强LONP1基因

表达或提高LonP1蛋白酶活性的小分子药物。

[0032] 本发明发现在多种TDP-43蛋白病(TDP-43  proteinopathies)患者脑组织中TDP-

43蛋白定位于线粒体，引发线粒体碎片化或损伤，进而发生神经退行性疾病，如肌萎缩侧索

硬化症(Amyotrophic  Lateral  Sclerosis，ALS-TDP)及额颞叶痴呆(FTLD-TDP)和约50％的

阿尔茨海默病(AD)等TDP-43蛋白病(TDP-43  proteinopathies)。

[0033] 本发明提供的数据显示，在TDP-43蛋白病(TDP-43  proteinopathies)患者脑组织

中线粒体出现损伤，TDP-43蛋白形成的聚集物出现在损伤的线粒体中；并且ALS疾病相关基

因突变导致TDP-43蛋白进入线粒体内的量增加，而线粒体蛋白酶LonP1参与调节线粒体内

TDP-43的含量，这与TDP-43蛋白病(TDP-43  proteinopathies)的发生密切相关。以该TDP-

43蛋白和/或LonP1蛋白为靶点可以开发TDP-43蛋白病(TDP-43  proteinopathies)的诊断

手段及治疗药物。

附图说明

[0034] 为了更清楚地说明本发明实施例中的技术方案，下面将对实施例描述中所需要使

用的附图作简单地介绍，显而易见地，下面描述中的附图仅仅是本发明的一些实施例，对于

本领域普通技术人员来讲，在不付出创造性劳动的前提下，还可以根据这些附图获得其它

的附图，其中：

[0035] 图1是本发明中在五例TDP-43蛋白病(TDP-43  proteinopathies)患者脑组织样本

中出现线粒体损伤，表现为线粒体嵴肿胀、内膜结构丢失等；且TDP-43蛋白形成的电子致密

物定位于损伤的线粒体内。图1A为对照组及FTLD-TDP患者组脑样本电镜图像，标尺为

200nm；图1B为图1A的统计结果，相较于对照组脑样本，FTLD-TDP患者中，嵴肿胀或内膜结构

退化的线粒体明显增加，而正常形态的线粒体明显减少。每例脑样本至少统计了100个线粒

体，数据统计分析使用Student′s-t检验方法，*：P＜0.05；**：P＜0.01；图1C为免疫电镜检

测FTLD-TDP病理样本，显示TDP-43蛋白(10nm免疫胶体金颗粒))可以定位于线粒体内(黑色

箭头指示位置)；图1D为电镜下发现，在部分FTLD-TDP病理样本的线粒体内可以检测到TDP-

43抗体标记的电子致密结构(黑色箭头指示位置)。

[0036] 图2是本发明中在哺乳动物细胞中表达野生型或突变型(A315T)TDP-43蛋白基因，

观察到TDP-43蛋白定位于线粒体，并导致细胞线粒体内部形态结构变化，且线粒体合成ATP

的能力显著降低。图2A向HEK293稳定细胞株培养基中添加1μ定/mL四环素诱导野生型(Wt)

或ALS疾病突变型(A315T)TDP-43蛋白表达36h，纯化线粒体后进行Western  blot检测发现，

外源的TDP-43可以在线粒体组分中被检测到。线粒体的纯度由Western  blot检测，其组分

中只含有线粒体的指示蛋白ATP5A1，但不含有细胞质指示蛋白GAPDH。细胞内源性表达的

TDP-43也被检测到定位于线粒体上(Endo指示处)；图2B向HEK293稳定细胞株培养基中添加

1μ定/mL四环素诱导野生型(Wt)或ALS疾病突变型(A315T)TDP-43蛋白表达24h，对细胞进行

常规电镜观察；图2C定量统计结果显示，表达TDP-43蛋白的细胞线粒体横截面积变小，这种

变化在表达突变型(A315T)TDP-43蛋白的细胞中更加明显。每组至少统计了100个线粒体，

数据分析使用的是one-way  ANOVA，继之以Bonferroni多重比较，***：P＜0.001。图2D统计
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结果显示，表达TDP-43蛋白的细胞有更多的线粒体呈现为异常形态(主要表现为线粒体嵴

肿胀)，这种现象在表达突变型(A315T)TDP-43蛋白的细胞中尤为明显。数据代表三次重复

实验结果，数据分析使用的是one-way  ANOVA，继之以Bonferroni多重比较，***：P＜0.001。

图2E线粒体ATP合成实验显示，TDP-43蛋白的表达导致线粒体合成ATP的速率明显下降。数

据代表三次重复实验结果，数据分析使用的是one-way  ANOVA，继之以Bonferroni多重比

较，***：P＜0.001。图2F全细胞ATP检测实验显示，TDP-43蛋白的表达对细胞整体的ATP水平

没有明显影响。数据代表三次重复实验结果，数据分析使用的是one-way  ANOVA，继之以

Bonferroni多重比较，nc：P＞0.05。

[0037] 图3是本发明中在哺乳动物细胞中表达野生型或突变型(A315T)TDP-43蛋白的基

因，使线粒体呼吸链复合物I和IV的活性受到抑制。图3A为线粒体呼吸链复合物I活性实验，

TDP-43蛋白表达导致呼吸链复合物I活性显著抑制。图3B为线粒体呼吸链复合物II活性实

验，TDP-43蛋白表达未对呼吸链复合物II的活性产生明显影响。图3C为线粒体呼吸链复合

物III活性实验，TDP-43蛋白表达未对呼吸链复合物III的活性产生明显影响。图3D为线粒

体呼吸链复合物IV活性实验，TDP-43蛋白表达导致呼吸链复合物IV的活性受到一定程度的

影响，其中疾病突变型(A315T)TDP-43蛋白的表达对于呼吸链复合物IV的影响更显著些。图

3E为线粒体呼吸链复合物V(ATP合成酶)活性实验，TDP-43蛋白表达未对呼吸链复合物V的

活性产生明显影响。数据代表三次重复实验结果，数据分析使用的是one-way  ANOVA，继之

以Bonferroni多重比较，nc：P＞0.05；*：P＜0.05；***：P＜0.001。

[0038] 图4是本发明中在果蝇的运动神经元细胞中表达野生型或突变型(A315T)TDP-43

蛋白基因，导致细胞中的线粒体碎片化(mitochondrial  fragmentation)等线粒体损伤表

型。图4A为激光共聚焦显微镜视野下，果蝇三龄幼虫的胸节神经节(VNC)中线粒体绿色荧光

蛋白(mitoGFP)标记的运动神经元胞体内线粒体图像。绿色通道(Mito)：线粒体定位的绿色

荧光蛋白标记的线粒体；红色通道(RFP)：红色荧光蛋白或红色荧光蛋白标记的TDP-43蛋

白。图4B对果蝇幼虫运动神经元胞体内线粒体形态进行统计发现，表达人源TDP-43蛋白导

致更多的运动神经元胞体线粒体网络呈现异常形态，这种现象在表达疾病相关突变型

(A315T)TDP-43蛋白的果蝇幼虫中尤其明显。每组统计了至少20只果蝇幼虫。图4C激光共聚

焦显微镜视野下，果蝇三龄幼虫的A3体节段运动神经元轴突束中线粒体绿色荧光蛋白标记

的线粒体图像。白色虚线标记出轴突束区域。图4D对果蝇幼虫运动神经元轴突束内线粒体

长度分布进行统计发现，表达人源TDP-43蛋白导致长线粒体数量减少而短线粒体数量增

加，这种现象在表达疾病相关突变型(A315T)TDP-43蛋白的果蝇幼虫中尤其明显。每组至少

统计了30只果蝇幼虫。图4E对果蝇幼虫运动神经元轴突束内线粒体平均长度进行统计发

现，表达人源TDP-43蛋白导致线粒平均长度变短，这种现象在表达疾病相关突变型(A315T)

TDP-43蛋白的果蝇幼虫中尤其明显。每组至少统计了30只果蝇幼虫。图4F对果蝇幼虫运动

神经元轴突束内线粒体分布区域所占比例进行统计发现，表达人源TDP-43蛋白导致长线粒

体分布密度显著降低，这种现象在表达疾病相关突变型(A315T)TDP-43蛋白的果蝇幼虫中

尤其明显。每组至少统计了30只果蝇幼虫。数据代表三次重复实验结果，数据分析使用的是

one-way  ANOVA，继之以Bonferroni多重比较，*：P＜0.05；**：P＜0.01；***：P＜0.001。果蝇

基因型：Ctr：OK371-Gal4/UAS-RFP/UAS-mitoGFP；Wt：OK371-Gal4/UAS-Wt-TDP-43-RFP/

UAS-mitoGFP：A315T：OK371-Gal4/UAS-A315T-TDP-43-RFP/UAS-mitoGFP。
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[0039] 图5是本发明中在果蝇的视杆神经元表达野生型或突变型(A315T)TDP-43蛋白基

因，导致视小杆结构异常，线粒体内膜系统受到严重损伤。图5A为透射电镜低倍镜视野下，

果蝇视感神经元的图像(Nu指示区域为视杆神经元的细胞核区域；黑色箭头指示区域为视

杆神经元内的线粒体结构)。图5B为透射电镜高倍镜视野下，果蝇视感神经元内线粒体的微

观形态结构图像(黑框内为黑色箭头指示的线粒体的放大图像)。图5C对线粒体横截面积统

计显示，TDP-43蛋白表达导致果蝇视杆神经元中线粒体横截面积显著减小，线粒体呈现严

重的片段化现象。每组至少统计了100个线粒体。图5D对线粒体形态统计显示，TDP-43蛋白

表达导致果蝇视杆神经元中损伤的线粒体数量显著增加。每组至少统计了三只果蝇。数据

分析使用的是one-way  ANOVA，继之以Bonferroni多重比较，***：P＜0.001。果蝇基因型：

Ctr：GMR-Gal4/UAS-RFP；Wt：GMR-Gal4/UAS-Wt-TDP-43-RFP；A315T：GMR-Gal4/UAS-A315T-

TDP-43-RFP。

[0040] 图6是本发明中在细胞模型和果蝇模型中表达野生型或突变型(A315T)TDP-43蛋

白基因，导致线粒体去折叠蛋白反应(UPRmt)相关基因mRNA上调。图6A为qPCR实验检测，在

TDP-43稳定细胞系中表达TDP-43蛋白导致线粒体非折叠蛋白反应(UPRmt)通路相关基因表

达上调(ATF5，HSPA9，HSP60，LonP1)。图6B为qPCR实验检测，在果蝇神经系统诱导表达TDP-

43蛋白导致线粒体非折叠蛋白反应(UPRmt)通路相关基因表达上调(HSP60A，Hsc70-5，

CG5045，Lon的两个可变剪接产物RA和RC)。果蝇基因型：Ctr：Elav-Gal4/Tub-Gal80ts/UAS-

RFP；Wt：Elav-Gal4/Tub-Gal80ts/UAS-Wt-TDP-43-RFP；A315T：Elav-Gal4/Tub-Gal80ts/

UAS-A315T-TDP-43-RFP。实验代表三次实验重复结果。数据分析使用的是one-way  ANOVA，

继之以Bonferroni多重比较，*：P＜0.05；**：P＜0.01；***：P＜0.001。

[0041] 图7是本发明中在七例FTLD-TDP患者脑样本组织中LonP1蛋白酶的蛋白水平比对

照组显著上调。图7A为Western  blot实验检测，FTLD-TDP患者脑样本中LonP1，HSPA9

(mtHSP70)，HSP60蛋白水平的变化。图7B为Western  blot实验结果定量分析，LonP1蛋白在

FTLD-TDP患者脑样本中明显上调，而HSPA9和HSP60蛋白未有明显改变。对照组和患病组各

检测7例样本，数据统计分析使用Student′s-t检验方法，*：P＜0.05。

[0042] 图8是本发明中在细胞中表达野生型或突变型(A315T)TDP-43蛋白基因，与线粒体

内的LonP1蛋白酶有相互作用；同时内源表达的TDP-43也与线粒体内的LonP1蛋白酶发生相

互作用；细菌表达和纯化的LonP1蛋白酶可对哺乳动物细胞中表达的野生型或突变型

(A315T)TDP-43蛋白进行降解，此降解过程随着LonP1浓度的增大而活性增强，且此过程依

赖于ATP分子的存在。图8A为HEK293细胞中，coIP实验结果显示TDP-43蛋白与线粒体蛋白酶

LonP1存在相互作用，实验结果代表三次重复实验。图8B为细胞内源性表达的TDP-43和

LonP1也存在co-IP可检测的相互作用，实验结果代表三次重复实验。图8C为FTLD-TDP患者

脑样本的免疫电镜实验，使用小鼠anti-TDP-43抗体和兔anti-LonP1抗体对样本进行双重

标记后，再通过6nm和15nm的免疫胶体金颗粒二抗分别标记TDP-43和LonP1，通过免疫电镜

对TDP-43蛋白和LonP1蛋白酶的定位关系进行检测，黑框内的图像为黑色箭头指示区域的

放大图像。图8D为HEK293中下调LonP1对TDP-43的影响，Western  blot结果显示，下调LonP1

导致线粒体内的TDP-43积累明显增加，而对细胞质中的TDP-43蛋白没有明显的影响。数据

代表四次重复实验结果，数据统计分析使用Student′s-t检验方法，*：P＜0.05；**：P＜

0.01。图8E为纯化的LonP1对野生型或突变型(A315T)TDP-43蛋白的降解，LonP1是在大肠杆

说　明　书 8/18 页

11

CN 111349697 A

11



菌中表达和纯化的带有His标签的融合蛋白，野生型或突变型(A315T)TDP-43蛋白是在

HEK293中表达并初步纯化的带有His/Myc标签的融合蛋白，将LonP1和TDP-43蛋白混合，并

加入ATP和镁离子启动LonP1的蛋白酶活力，1小时后终止酶解反应，通过Western  blot检测

未被降解的TDP-43蛋白的量。随着LonP1浓度的逐渐增大，TDP-43蛋白的野生型或突变型

(A315T)未被降解的蛋白量逐渐减少。数据代表三次不同批次纯化蛋白的重复实验结果。

[0043] 图9是本发明中TDP-43蛋白参与TDP-43蛋白病(TDP-43  proteinopathies)发生的

原理示意图，TDP-43蛋白的表达导致线粒体损伤，并启动线粒体非折叠蛋白反应(UPRmt)，被

激活的线粒体蛋白酶LonP1通过降解TDP-43蛋白参与调解其在线粒体中的含量。

[0044] 图10是本发明中在表达TDP-43蛋白的果蝇中，利用RNAi降低LonP1同源基因Lon的

表达，可显著加重TDP-43诱导的神经退行性表型。图10A为透射电镜低倍镜视野下，果蝇视

觉感受器的图像。图10B为透射电镜高倍镜视野下，果蝇视杆神经元内线粒体图像。图10C为

对果蝇单个小眼的视小杆数量进行统计分析，下调Lon蛋白酶进一步加重了这种因表达

TDP-43蛋白而导致的视小杆丢失的现象。每组检测了两只果蝇，至少100个小眼。图10D为对

果蝇视杆神经元线粒体横截面积进行统计分析，下调Lon蛋白酶进一步加重了这种因TDP-

43蛋白而导致的线粒体横截面积减小的现象。每组检测了两只果蝇，至少100个线粒体。图

10E为对果蝇视杆神经元线粒体形态进行统计分析，下调Lon蛋白酶进一步加重了这种因表

达TDP-43蛋白而导致的线粒体形态异常。每组检测了两只果蝇，至少100个线粒体。图10A-E

所用的果蝇基因型：Ctr：GMR-Gal4/Tub-Gal80ts/UAS-RFP；Wt：GMR-Gal4/Tub-Gal80ts/

UAS-Wt-TDP-43-RFP；Wt&siLon：GMR-Gal4/Tub-Gal80ts/UAS-Wt-TDP-43-RFP/UAS-siLon；

A315T：GMR-Gal4/Tub-Gal80ts/UAS-A315T-TDP-43-RFP：A315T&siLon：GMR-Gal4/Tub-

Gal80ts/UAS-A315T-TDP-43-RFP/UAS-siLon。图10F和G为对果蝇组织进行细胞组分分离后

进行Western  blot实验确定TDP-43蛋白的量，发现下调Lon蛋白酶导致更多的TDP-43蛋白

在线粒体内积累，而对细胞整体以及细胞浆内的TDP-43蛋白未有明显的影响。果蝇基因型：

Wt：GMR-Gal4/UAS-Wt-TDP-43-RFP；Wt&siLon：GMR-Gal4/UAS-Wt-TDP-43-RFP/UAS-siLon；

A315T：GMR-Gal4/UAS-A315T-TDP-43-RFP；A315T&siLon：GMR-Gal4/UAS-A315T-TDP-43-

RFP/UAS-siLon。数据代表三次重复实验结果，数据分析使用的是one-way  ANOVA，继之以

Bonferroni多重比较，*：P＜0.05；**：P＜0.01；***：P＜0.001。

具体实施方式

[0045] 发明人团队建立了TDP-43蛋白病的转墓因果蝇模型，在果蝇特定亚群神经元细胞

中表达人源TDP-43蛋白野生型和ALS突变型，导致年龄依赖的神经退化和功能缺失，表现出

与TDP-43蛋白病相一致的典型特征。

[0046] 通过化学合成方法，发明人获得了TDP-43蛋白C端不同长度的多肽，包括Q286-

Q331的46个氨基酸组成的多肽，以及M307-N319的13个氨基酸组成的多肽。这两种长度的多

肽，不管是野生型还是A315T或A315E疾病相关突变型，均可在体外形成thioflavin-T结合

荧光、负染电镜和原子力显微镜可检测到的淀粉样纤维。利用免疫电镜技术，发明人对确诊

为TDP-43异常引起的额颞叶变性病(FTLD-TDP)患者脑组织样本进行实验，在用TDP-43特异

性一抗和携带胶体金颗粒的二抗标记神经细胞时，可观察到神经细胞中的TDP-43蛋白形成

纤维样沉淀，这些TDP-43免疫阳性的纤维样结构与用负染电镜在体外观察到的TDP-43多肽
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形成的淀粉样纤维非常相似。而且，在FTLD-TDP患者脑组织样本中，TDP-43形成纤维样沉淀

的神经细胞中，线粒体出现严重损伤；在表达TDP-43野生型和突变体的HEK293细胞中，也发

现免疫电镜可见的线粒体形态变化。此外，使用免疫电镜检测5例FTLD-TDP患者脑组织样本

时，定位于神经细胞线粒体内的TDP-43蛋白会形成一种电子致密结构，与文献发表的线粒

体内蛋白聚集体结构相似，提示TDP-43蛋白不仅在细胞质中形成蛋白聚集体，还可进入线

粒体并在其中形成与细胞质包涵体相似的蛋白聚集体。

[0047] 为了揭示TDP-43蛋白进入线粒体后引起线粒体损伤的机制，发明人在TDP-43蛋白

病的细胞模型和果蝇模型中检测了线粒体去折叠蛋白反应(mitochondrial  unfolded 

protein  response，UPRmt)的活性水平。RT-qPCR实验结果显示，TDP-43蛋白的异常表达显著

激活了UPRmt相关基因的mRNA表达水平，包括ATF5(UPRmt通路上游转录调控因子)，HSPA9，

(编码线粒体分子伴侣蛋白mtHSP70，辅助线粒体内异常折叠的蛋白质进行正确折叠)，

HSP60(编码分子伴侣蛋白HSP60，辅助线粒体内异常折叠的蛋白质进行正确折叠)和LonP1

(编码线粒体内蛋白酶LonP1)。而且，与野生型TDP-43蛋白相比，表达疾病相关突变体

A315T-TDP-43时，UPRmt激活效应更加显著，这与疾病相关突变体A315T-TDP-43表达引起线

粒体损伤更显著的结果相一致。同时，发明人检测了7例FTLD-TDP患者及7例对照组脑样本

中的UPRmt相关基因的蛋白表达水平，WesternBlot检测结果显示，与对照组相比，LonP  1蛋

白酶在FTLD-TDP患者脑样本中显著上调，而HSPA9和HSP60蛋白水平没有明显变化。进一步

的免疫电镜实验分析FTLD-TDP患者病理样本中TDP-43蛋白和LonP1蛋白酶在线粒体内的定

位关系，结果显示TDP-43抗体标记的免疫信号与LonP1抗体标记的信号存在共定位关系，且

这种共定位经常出现在电子致密的聚集体样区域。

[0048] 在细胞模型中进行免疫共沉淀实验，结果显示TDP-43蛋白与LonP1蛋白酶存在相

互作用。在细胞中上调LonP1的表达量，可显著降低TDP-43蛋白产生的细胞毒性，这种效应

在表达疾病相关突变体A315T-TDP-43的细胞中更加显著。这些结果提示，LonP1蛋白酶可降

低TDP-43蛋白的细胞毒性，对细胞起保护作用。通过表达shRNA靶向下调LonP1的细胞实验

中，表达TDP-43蛋白的细胞活性明显下降，且线粒体组分中TDP-43蛋白的积累显著增加，而

细胞质组分中TDP-43蛋白量无明显变化。这说明LonP1蛋白酶是通过调节线粒体内TDP-43

蛋白的量，对细胞起保护作用。

[0049] 进一步的生化实验证明，在细菌中表达和纯化的LonP1蛋白酶，可降解细胞中表达

的野生型和A315T突变型TDP-43蛋白，随着LonP1浓度增大，其降解TDP-43蛋白的活性也增

大，并且此降解过程是ATP依赖的，这表明LonP1蛋白酶是通过降解线粒体内TDP-43蛋白，从

而减少TDP-43对细胞的毒性作用。

[0050] LonP1蛋白属于AAA+(ATPase  associated  with  a  variety  of  cellular 

activities)蛋白超家族，它们通常都含有一段保守的蛋白序列组成的元件，通过水解ATP

分子发生构象变化而行使其功能。LonP1是Lon蛋白酶家族中的线粒体同源蛋白，在人体中

有LONP1基因编码。LonP1存在于线粒体基质中，形成桶状的同源六聚体复合物，在线粒体蛋

白发生错误折叠或其他压力条件下被激活，对大部分损伤的蛋白质进行降解。LonP1也是一

个DNA结合蛋白，参与线粒体DNA(mtDNA)完整性的维持及基因表达调控。因此，LonP1在线粒

体蛋白质量控制(quality  control，QC)中起至关重要的重要。Lon蛋白酶的单个亚基由3个

结构域组成，N端是蛋白底物识别区，中间是AAA+元件负责ATP结合和水解，C端的P-结构域
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负责蛋白底物降解。大脑眼牙耳骨骼综合症(cerebral，ocular，dental，auricular，

skeletalsyndrome，简称CODASsyndrome)是一种多系统发育疾病，以广泛的临床症状为特

征，包括张力减退、上下眼睑、运动延迟、听力丧失、产后白内障、骨骼及牙齿异常等。这是一

种常染色体隐性遗传的罕见病，研究发现这种疾病患者的LonP1基因，即LONP1，存在基因突

变。绝大多数是错义突变，多位于AAA+结构域，导致氨基酸替换，使其形成同源多聚体的能

力受损并影响其对某些底物的水解活性。

[0051] ALS中的线粒体损伤已有广泛研究，特别是在SOD1动物模型中。过表达TDP-43的转

基因小鼠，在其运动神经元中观察到线粒体发生聚集。六例散发型ALS-TDP患者的脊髓样本

运动神经元和四例散发型FTLD-TDP脑样本皮层神经元的免疫荧光和免疫电镜研究显示，细

胞内的TDP-43与线粒体标记物共定位；与对照组相比，在疾病患者样本神经元中，TDP-43在

线粒体内的积累更显著。利用细胞模型和小鼠模型的实验表明，ALS疾病相关突变A315T可

增加TDP-43进入线粒体，并影响线粒体的形态和功能。这些研究说明线粒体损伤可能是

ALS-TDP和FTLD-TDP的共同特征。尽管TDP-43的表达造成线粒体损伤已有报道，发明人的研

究数据也显示，线粒体的片段化不仅在体外培养的神经元细胞中发生，在TDP-43转基因果

蝇的运动神经元中也存在。发明人的研究还发现，FTLD-TDP患者脑组织样本中的神经细胞

表现出明显的线粒体损伤，TDP-43蛋白形成的电子致密物就出现在损伤的线粒体中；同时

在其中四例样本中检测到线粒体蛋白酶LonP1的表达上升。在细胞模型中，野生型TDP-43

(Wt-FUS)和ALS突变型TDP-43(A315T-TDP-43)都与LonP1相互作用；使用RNAi技术沉默培养

细胞中的LonP1，则导致线粒体中TDP-43蛋白水平的上升。而在TDP-43转基因果蝇中，通过

RNAi下调Lon蛋白酶，则进一步加重表达TDP-43导致的神经退行性表型和细胞中线粒体形

态的异常。因此，TDP-43蛋白进入线粒体并引起线粒体损伤可能是FTLD-TDP的显著病理特

征。发明人的实验数据还揭示了一种以前未被发现的TDP-43调控方式，即线粒体蛋白酶

LonP1通过降解TDP-43从而参与调节TDP-43在线粒体中的含量。发明人的研究结果说明，通

过调节TDP-43在线粒体中的含量是治疗TDP-43蛋白病、防止TDP-43诱发线粒体损伤的一条

途径。

[0052] 下面将对本发明实施例中的技术方案进行清楚、完整地描述，显然，所描述的实施

例仅是本发明的一部分实施例，而不是全部的实施例。基于本发明中的实施例，本领域普通

技术人员在没有做出创造性劳动前提下所获得的所有其它实施例，都属于本发明保护的范

围。

[0053] 一、实验材料来源

[0054] Lon-RNAi等转基因果蝇品系来自Vienna果蝇中心，rabbit-anti-GFP购自

Millipore公司，rabbit-anti-TDP-43、rabbit-anti-IMMT、rabbit-anti-LonP1、rabbit-

anti-ClpP、rabbit-anti-ATP5A1、rabbit-anti-HSPA9和rabbit-anti-TOM20购自

ProteinTechGroup公司；monoclonal  murine  anti-myc和anti-GAPDH购自康维世纪公司，

monoclonal  murine  anti-TDP-43和anti-actin购自ProteinTechGroup公司；monoclonal 

murine  anti-HDP60购自BD公司。实验中所用到的二抗：anti-mouse  HRP和anti-Rabbit 

HRP购买自GE  Healthcare公司；轻链二抗anti-mouse  HRP和anti-rabbit  HRP购买自

Jackson  ImmunoResearch  Laboratories公司；免疫电镜标记所用的6nm，10nm，15nm的免疫

胶体金二抗购买自Electron  Microscopy  Science公司。Protein  A/G琼脂糖树脂购买自GE 
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Healthcare公司。

[0055] 二、实验方法

[0056] 免疫电镜(Immuno-electron  microscopy(IEM)or  EM)方法：收集稳定表达GFP、表

达野生型TDP-43-GFP、表达A315T突变型TDP-43-GFP的HEK293细胞，以含有4％PFA和2.5％

戊二醛的PBS(pH为7.2)室温固定3小时。清洗和固定之后，在4℃，用2.3M蔗糖渗透过夜，制

备明胶包埋块。在-120℃的低温切片机中用干石英刀片进行超薄切片，厚度为70nm。超薄切

片经封闭后，用TDP-43单克隆抗体和偶联有胶体金颗粒的二抗进行免疫标记，然后进行醋

酸双氧铀和柠檬酸铅染色。

[0057] 人脑组织的免疫电镜样品制备：对健康人的和FTLD-TDP患者的尸检额叶皮质样

本，首先用2％PFA和0.2％戊二醛室温固定3小时，然后用12％明胶包埋。免疫染色程序同

上。

[0058] 果蝇眼睛的电镜样品制备和观察：对成年果蝇的头部进行切片并用含有4％PFA和

2.5％戊二醛的PBS(pH为7.4)在4℃固定12小时，然后在含1％四氧化锇的PBS(pH为7.4)中

室温浸泡2小时。以10、25、40、55、70、85和100％的乙醇溶液对样品依次脱水，每次30分钟，

再用环氧树脂包埋。使用超薄切片机对树脂块进行切片，厚度为70nm，超薄切片附着于铜网

后可用透射电镜检查。

[0059] 免疫沉淀(Immunoprecipitation)：使用HEK293T细胞进行转染和蛋白质-蛋白质

相互作用分析。转染48小时之后收集细胞并用PBS洗涤。冰上裂解30分钟后，收集可溶性细

胞裂解组分，用特异性抗体和蛋白A-琼脂糖树脂在4℃进行免疫共沉淀。免疫共沉淀产物用

Western  blotting检测。

[0060] 细胞活性和毒性测定：细胞活性和细胞毒性测定使用的是Promega公司的

Cytotox-ONETMHomogeneous  Membrane  Integrity试剂盒。具体方法：通过测定荧光产物9-

羟基-3-异吩-唑酮的荧光值(激发光波长：560nm；发射光波长：590nm)分别测定细胞内(细

胞裂解后)和释放到细胞培养基中乳酸脱氢酶的活性。两者比值代表存活细胞与没有活性

的细胞(细胞膜完整性丢失)比值。

[0061] 染料检测细胞线粒体膜电位：实验前48h，将稳定表达对照组、野生型(Wt)或突变

型(A315T)TDP-43的HEK293细胞种在6孔板上。之后，1μg/mL四环素(Tetracycline)诱导处

理细胞0h，24h或48h。胰酶消化细胞后，PBS缓冲溶液洗细胞一次，用含有5μM  JC1染料的PBS

缓冲溶液重悬细胞，37℃染色20min。染色结束后，将细胞离心，PBS缓冲溶液洗细胞一次后，

使用500μL  PBS缓冲溶液重悬细胞，使用Calibur流式细胞系检测488nm和594nm两通道荧光

信号。数据分析和作图使用FlowJo软件，594nm荧光值/488nm荧光值代表线粒体膜电位水

平。实验重复四次，每组样品分析至少20,000细胞。

[0062] MitoSox  Red染料检测细胞线粒体活性氧(Mito  ROS)水平：实验前48h，将稳定表

达对照组、野生型(Wt)或突变型(A315T)TDP-43的HEK293细胞种在6孔板上。之后，1μg/mL四

环素(Tetracycline)诱导处理细胞0h，24h或48h。胰酶消化细胞后，PBS缓冲溶液洗细胞一

次，用含有5μM  MitoSox  Red染料的PBS缓冲溶液重悬细胞，37℃染色20min。PBS缓冲溶液洗

细胞一次后，4％PFA室温固定10min。PBS缓冲溶液洗细胞一次后，使用500μL  PBS缓冲溶液

重悬细胞，使用AriaIII流式细胞系检测萤光信号。数据分析和作图使用FlowJo软件，实验

重复四次，每组样品分析至少20,000细胞。
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[0063] 果蝇杂交和培养：收集小于5天的处女蝇和小于10天的雄蝇进行杂交。杂交时，小

管放入10-20只父母本果蝇，大瓶放入40-80只父母本果蝇，雌雄蝇比例为2∶1到3∶1。杂交

后，每两天将果蝇转移到新的培养管或培养瓶中。在25℃培养箱中培养，湿度保持在40-

60％范围内，12h光照/12h黑暗交替。

[0064] 果蝇三龄幼虫运动神经元胞体和轴突成像：沿幼虫背侧中轴线将幼虫剖开，清除

内脏，用细针将幼虫体壁撑开，暴露出腹侧神经索(VNC)。用4％PFA固定幼虫20min。PBS缓冲

溶液洗三次，将幼虫剖开一侧朝上放置于载玻片上，滴加一滴防荧光淬灭封片剂，盖上盖玻

片封片保存。使用Leica  SP8激光共聚焦荧光显微镜对幼虫腹侧神经索内运动神经元胞体

和轴突进行拍照成像。

[0065] 果蝇组织线粒体纯化：将果蝇麻醉，每组切取60个果蝇头并收集转移到匀浆器中，

加入提前预冷过的isolation  buffer，研磨果蝇组织。在4℃，经600g  X  10min离心两次，再

8,000g  X  10min离心后，使用Wash  Buffer清洗沉淀并离心，最后将清洗完的沉淀(即线粒

体组分)用适量Wash  Buffer重悬，加loading  buffer煮样或-80℃保存。

[0066] 细胞线粒体纯化：收集细胞，用PBS清洗两次，加入预冷的Buffer  H，后面过程与果

蝇组织提取线粒体步骤相同。

[0067] 线粒体呼吸链复合物活性测定：纯化后的10ug线粒体加入到100ul呼吸链复合物I

反应体系中(30mM  KPO4  pH7.2，5mM  MgCl2，2.5mg/ml  BSA，0.3mM  KCN，0.13mM  NADH，2μg/

ml  antimycin  A，97.5uM  ubiquinone-1)。将NADH氧化酶在不添加鱼藤酮测得的总活性减

去添加鱼藤酮测得的活性即为呼吸链复合物I的活性。将线粒体加入到呼吸链复合物II反

应体系中(30mM  KPO4(pH7 .2)，5mM  MgCl2，2.5mg/ml  BSA，0.3mM  KCN，50uM  DCPIP，20mM 

succinate，2μg/ml  antimycin  A  and  65uM  decylubiquinone)。将泛醌还原酶在没有丙二

酸的时测得的总活性减去添加丙二酸时测得的活性即为呼吸链复合物II的活性。呼吸链复

合物III和IV的活性是通过分别测定细胞色素C被还原或被氧化的速率实现的(OD550)。

[0068] 果蝇组织RNA提取：冰上收集果蝇组织，加入适量Trizol试剂(1ml  Trizol试剂用

于约20只果蝇)冰上研磨。在4℃，经13,000rpm  X  10min离心后，取上清加入0.2倍体积三氯

甲烷，剧烈摇晃后室温静置。经13,000rpm  X15min离心后，取上清加入等体积的异丙醇沉淀

RNA，混匀后室温下放置5min。经13,000rpm  X  15min离心后，取沉淀用70％乙醇洗涤RNA沉

淀，13,000rpm  X  10min离心后，将RNA沉淀晾干，加入20-50μl的DEPC水溶解RNA。取少量

RNA，使用紫外分光光度计在260nm测光吸收以测定RNA浓度，经琼脂糖凝胶电泳鉴定RNA抽

提质量。

[0069] 细胞RNA提取：除不需要研磨外，其他过程与果蝇组织提取RNA步骤相同。

[0070] 逆转录反应：逆转录体系(25μl)包括：

[0071] RNA2μg

[0072] 2.5mM的dNTP混合物4μl

[0073] oligo  dT(18)引物2μl

[0074] 100mM  M-MLV逆转录酶1μl

[0075] 5xRT  buffer  5μl

[0076] DEPC水将反应体系补齐到25μl

[0077] 反应条件为45℃；1小时。70℃；15min灭活逆转录酶。
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[0078] qRT-PCR反应：qRT-PCR使用康维世纪公司的UltraSYBR  Mixture(Low  ROX)试剂

盒，反应体系如下(20μl)：

[0079]

[0080] PCR反应程序：预变性95℃，10min；变性95℃，15s，退火/延伸60℃，1min。35个循

环。根据需要设置融解曲线程序以分析引物结合的特异性。

[0081] 三、结果分析

[0082] 1、TDP-43蛋白病(TDP-43  proteinopathies)患者样本中线粒体损伤情况分析。

[0083] 为了分析TDP-43蛋白病(TDP-43  proteinopathies)患者样本中相关细胞和分子

的损伤情况，发明人从美国西北大学的认知神经学和阿尔茨海默症研究中心收集了五例

FTLD-TDP患者和三例正常对照的脑样本，该样本适合进行电镜检测。

[0084] 发明人利用免疫电镜检测样本，其中一抗为TDP-43抗体，二抗带有金标记。在对照

样品中，大多数线粒体呈现正常的形态特征，表现为规则、紧密排列的线粒体嵴结构(图1A

左列图像；Normal  Mito)，而在FTLD-TDP患者脑样本中，部分线粒体呈现呈现泡状或肿胀状

嵴结构(图1A中列图像中黑色箭头指示区域；Swollen  Mito)，还有更多的线粒体丢失掉完

整的内膜结构(图1A右列图像；Degenerated  Mito)。统计结果显示，相较于对照组脑样本，

FTLD-TDP患者中，嵴肿胀或内膜结构退化的线粒体明显增加，而正常形态的线粒体明显减

少(图1B)。

[0085] FTLD-TDP病理样本的免疫电镜检测还显示，TDP-43蛋白(10nm免疫胶体金颗粒)定

位于线粒体内(图1C，黑色箭头指示位置)，而且在部分患者脑样本的线粒体内可以检测到

TDP-43抗体标记的电子致密的聚集体结构(图1D，黑色箭头指示位置)。

[0086] 2、TDP-43基因在哺乳动物细胞中表达对线粒体的影响。

[0087] 为了检测TDP-43蛋白过表达是否影响哺乳动物细胞的线粒体，发明人构建了通过

添加四环素(Tetracycline，Tet)诱导表达表达野生型(Wt-)或A315T-突变型TDP-43蛋白的

HEK293稳定细胞株。在诱导表达TDP-43蛋白36h后，将HEK293细胞破碎离心获得线粒体，通

过Western  blott检测发现，诱导表达的TDP-43蛋白出现在线粒体富集的组分中(图2A)。以

anti-TDP-43的抗体为探针，使用免疫电镜(Immuno-electron  microscopyIEM)方法检测，

也进一步证明诱导表达野生型(Wt-)或A315T-突变型TDP-43蛋白定位在线粒体内，且与对

照组相比这些细胞的线粒体呈现出异常的形态，主要表现为线粒体横截面积变小、线粒体

嵴损伤严重，这种现象在表达A315T突变型TDP-43的细胞中更加严重(图2B-D)。

[0088] 为了检测细胞能量代谢是否受到影响，检测了TDP-43蛋白的表达是否能影响线粒

体合成ATP。在诱导表达TDP-43蛋白36h后，细胞中线粒体合成ATP的能力出现了显著下降，

表达野生型wt-TDP-43蛋白的细胞线粒体ATP合成速率下降了～20％，而表达疾病相关突变

型A315T-TDP-43蛋白的细胞线粒体ATP合成速率下降了～25％(图3-2E)，而全细胞ATP水平

未见有明显影响(图2E和F)。通过分别检测表达TDP-43蛋白的稳定细胞系中，线粒体呼吸链
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五个复合物的活性，发明人发现TDP-43蛋白的表达使呼吸链复合物I的活性受到严重抑制，

呼吸链复合物IV的活性受到部分抑制，而其他三个呼吸链复合物的活性未见明显变化(图

3)。以上实验结果提示，TDP-43蛋白的表达对线粒体能量代谢功能的影响可能是通过抑制

呼吸链复合物I和IV的活性实现的。

[0089] 为了进行在体实验，检测过表达TDP-43蛋白是否影响线粒体，发明人检测了TDP-

43转基因果蝇三龄幼虫的胸节神经节(VNC)，使用线粒体绿色荧光蛋白(mito-GFP)特异性

标记线粒体，红色荧光蛋白标记TDP-43蛋白。结果显示与正常果蝇相比，TDP-43转基因果蝇

运动神经元的线粒体长度变短、密度降低，胞体线粒体网络呈现异常形态，这种现象在表达

疾病相关突变型(A315T)TDP-43蛋白的果蝇幼虫中更明显。以上这些结果说明，在神经细胞

内和模型动物体内过表达Wt-或A315T-突变型TDP-43蛋白，均会导致线粒体缺陷，见图4。

[0090] 使用GMR-Gal4驱动子，在果蝇视杆神经元中表达野生型Wt-TDP-43蛋白或疾病相

关的突变型A315T-TDP-43蛋白，通过常规透射电镜可观测视杆神经元的结构是否发生改

变。在低倍镜下，对照组中果蝇每个单眼有七个结构完整、规则排列的视小杆，而在表达

TDP-43蛋白的果蝇眼睛中，视小杆结构完全丢失(图5A；Nu指示区域为视杆神经元的细胞核

区域；黑色箭头指示区域为视杆神经元内的线粒体结构)。在高倍镜下，对照组中果蝇视杆

神经元内线粒体呈现结构清晰、排列规则、堆叠紧密的嵴结构，而在表达TDP-43蛋白的视杆

神经元内线粒体横截面积显著减小，线粒体嵴呈现明显的泡状肿胀特征，损伤的线粒体数

量明显增加(图5B-D；黑框内为黑色箭头指示的线粒体的放大图像)，这些实验结果与发明

人在FTLD-TDP患者病理细胞(图1)以及表达TDP-43蛋白的细胞模型中(图2)检测到的线粒

体形态改变是一致的。

[0091] 3、TDP-43蛋白异常表达诱导线粒体去折叠蛋白反应(UPRmt)并激活线粒体蛋白酶

LonP1。

[0092] 为了阐述TDP-43蛋白表达并在线粒体内积累是否启动线粒体质量控制与修复机

制，发明人在TDP-43蛋白病细胞模型和果蝇模型中，检测了线粒体去折叠蛋白反应(UPRmt)

的活性水平。

[0093] 在HEK293稳定细胞株中诱导表达TDP-43蛋白0、36、48、72小时后，提取细胞RNA进

行反转录定量PCR分析(RT-qPCR)，对ATF5(UPRmt通路上游的转录调控因子)、HSPA9(编码

mtHSP70分子伴侣蛋白，辅助线粒体内异常构象的蛋白进行正确折叠)、HSP60(编码分子伴

侣蛋白HSP60，辅助线粒体内异常构象的蛋白正确折叠)和LonP1(编码线粒体内蛋白酶

LonP1)的mRNA水平进行检测。实验结果显示，TDP-43蛋白表达显著上调线粒体去折叠蛋白

反应(UPRmt)相关基因的表达(图6A)。值得注意的是，与野生型(Wt)TDP-43蛋白相比，疾病相

关突变型(A315T)TDP-43蛋白表达对线粒体去折叠蛋白反应(UPRmt)的激活更显著，这与疾

病相关突变型(A315T)TDP-43蛋白表达引起的线粒体损伤更显著、细胞毒性更强烈的效应

一致。

[0094] 在TDP-43蛋白病转基因果蝇模型中，也检测到线粒体去折叠蛋白反应(UPRmt)相关

基因的上调。通过温度调控(28℃热激4小时/天)诱导外源TDP-43蛋白在果蝇全神经系统表

达15天或30天后，分别收集雌雄蝇头部，提取RNA进行反转录定量PCR分析(RT-qPCR)，对

HSP60A(HSP60在果蝇中的同源基因)、Hsc70-5(HSPA9在果蝇中的同源基因)、CG5045(线粒

体蛋白酶ClpP在果蝇中的同源基因)、Lon-RA和Lon-RC(LonP1蛋白酶在果蝇中的同源基因
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Lon的两个可变剪接产物)的mRNA水平进行检测。实验结果显示，在雌蝇中，A315T-TDP-43蛋

白表达15天后，HSP60A基因表达已显著上调，在TDP-43蛋白表达30天后，所有四个URPmt相关

基因的表达都明显上调；而在雄蝇中，TDP-43蛋白(特别是疾病相关的突变型(A315T)TDP-

43蛋白)表达15天后，所有四个基因的表达都明显上调，但到TDP-43蛋白表达30天后，只有

HSP60A基因的表达是持续上调的，其余三个基因的表达变化不明显(图6B)。

[0095] 以上实验说明，在TDP-43蛋白病的细胞模型和果蝇模型中，线粒体去折叠蛋白反

应(UPRmt)通路被激活，而且这种激活效应在表达疾病相关突变型(A315T)TDP-43蛋白是更

明显。

[0096] 4、TDP-43蛋白异常表达激活线粒体蛋白酶LonP1。

[0097] 根据细胞模型和果蝇模型中线粒体去折叠蛋白反应(UPRmt)通路的相关基因mRNA

被激活这一结果，发明人检测了FTLD-TDP患者脑样本中线粒体去折叠蛋白反应(UPRmt)通路

相关基因的蛋白水平变化。Western  blot结果显示，与七例对照组脑样本相比，在七例

FTLD-TDP患者脑样本中的LonP1蛋白酶水平显著上调，而HSPA9和HSP60蛋白未有明显变化

(图7A和B)。

[0098] 在稳定表达TDP-43蛋白的HEK293细胞中，发明人利用免疫共沉淀方法检测TDP-43

蛋白是否与LonP1蛋白酶存在相互作用。首先将带有Myc标签的Wt-或A315T-突变型TDP-43

质粒转染细胞，只含有Myc的质粒作为对照。利用LonP1特异性抗体进行免疫共沉淀的结果

表明，Wt-或A315T-突变型TDP-43蛋白均与LonP1蛋白相互作用(图8A)。同样，在细胞中使用

TDP-43特异性抗体和LonP1特异性抗体进行免疫共沉淀，内源性TDP-43蛋白和LonP1蛋白也

发生相互作用(图8B)。

[0099] 为了检测TDP-43蛋白和LonP1蛋白酶相互作用是否发生在线粒体内，发明人对

FTLD-TDP患者脑样本进行双重免疫标记(分别用小鼠anti-TDP-43抗体和兔anti-LonP1抗

体标记TDP-43蛋白和LonP1蛋白)，通过免疫电镜分析病理样本中TDP-43蛋白和LonP1蛋白

酶在线粒体内的定位关系。免疫电镜检测结果显示，在FTLD-TDP患者脑样本中，TDP-43抗体

标记的免疫信号(6nm免疫胶体金颗粒)和LonP1抗体标记的免疫信号(15nm免疫胶体金颗

粒)存在共定位关系，而且这种共定位信号经常出现在电子致密的蛋白聚集样区域中(图

8C，黑色箭头指示区域)。

[0100] 在HEK293细胞中，先通过转染shRNA质粒靶向敲低LonP1的表达量，然后添加四环

素诱导TDP-43蛋白表达，36小时后收集细胞并对细胞组分进行分离。Western  blot检测显

示，LonP1蛋白酶的下调导致线粒体内TDP-43蛋白的积累显著增加，而对细胞浆组分中的

TDP-43蛋白没有明显影响(图8D)。这说明LonP1蛋白酶参与调解线粒体定位的TDP-43蛋白

的含量，并对细胞起保护作用。

[0101] 为了检测TDP-43是否被LonP1蛋白酶降解，发明人建立了一套体外检测方法。在

HEK293中表达的野生型和A315T突变型TDP-43蛋白，均可被大肠杆菌中表达并纯化的线粒

体蛋白酶LonP1降解，并且随着LonP1浓度的增加，TDP-43蛋白被降解的更快，而且这一降解

过程是ATP依赖的(图8E)。这些结果说明，LonP1蛋白酶通过其降解活力参与调节TDP-43在

线粒体内的含量。

[0102] 5、TDP-43蛋白参与TDP-43蛋白病(TDP-43  proteinopathies)发生的机理

[0103] 上述实验结果说明，在TDP-43蛋白病(TDP-43  proteinopathies)发生过程中，
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TDP-43蛋白异常表达，引发神经细胞的线粒体出现碎片化、膜电位降低和活性氧升高，并激

活线粒体去折叠蛋白反应，参与疾病的发生过程。线粒体蛋白酶LonP1与TDP-43蛋白相互作

用，通过其降解活力参与调节TDP-43在线粒体内的含量，对TDP-43蛋白诱导的退行性病变

有调控作用，见图9。

[0104] 6、以此发明的新靶点开发TDP-43蛋白病(TDP-43  proteinopathies)诊断手段及

治疗药物的示例。

[0105] 利用果蝇为模式动物，在其体内过表达TDP-43蛋白，建立TDP-43蛋白病(TDP-43 

proteinopathies)疾病模型。低倍透射电镜检测显示，果蝇单眼的视杆神经元出现明显的

视小杆丢失现象，而通过表达的小RNA片段下调Lon蛋白酶表达后(siLon)，这种因表达TDP-

43蛋白而导致的视小杆丢失现象进一步加重。高倍透射电镜进一步检测显示，TDP-43蛋白

表达造成果蝇视杆神经元中出现大量形态异常的线粒体(包括过度片段化的线粒体以及嵴

形态异常的线粒体)，而下调Lon蛋白酶明显加重了这种因表达TDP-43蛋白而导致线粒体形

态异常的现象，同时线粒体的横截面积进一步变小(图9A-E)。在对照果蝇中，给予siLon后，

视感神经元的视小杆和其中的线粒体没有明显变化。这说明沉默LonP1基因在TDP-43果蝇

模型中的同源基因Lon，可使该动物模型中的退行性表型更加严重。

[0106] Western  blot检测显示，下调Lon蛋白酶后，线粒体内积累的TDP-43蛋白显著增

加，而总细胞组分、细胞浆组分中的TDP-43蛋白水平未见明显变化(图9F和G)，这与哺乳动

物细胞实验结果一致(见图8D)，表明Lon蛋白酶在降解线粒体内TDP-43蛋白的功能上是保

守的。

[0107] 以上实验表明，在TDP-43蛋白病模型中，Lon蛋白酶对降解线粒体内的TDP-43蛋

白、维持线粒体形态及功能和降低TDP-43蛋白毒性发挥重要作用。这进一步证明以该发明

专利所述的靶点开发出针对LonP1的小分子药物，上调LonP1蛋白酶的表达或者增强其降解

活力，可显著提高开发TDP-43蛋白病(TDP-43  proteinopathies)治疗药物的可行性。

[0108] 以上所述仅为本发明的实施例，并非因此限制本发明的专利范围，凡是利用本发

明说明书内容所作的等效结构或等效流程变换，或直接或间接运用在其它相关的技术领

域，均同理包括在本发明的专利保护范围内。
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