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DESCRIPCION

Uso combinado de un vector que codifica un receptor modificado y su agonista exdgeno en el tratamiento de
convulsiones

Campo técnico

La presente invencion se refiere en general a métodos basados en terapia genética y materiales para su uso para
tratar epilepsia y trastornos neurolégicos similares.

Antecedentes de la técnica

La epilepsia se define mediante episodios recurrentes de convulsiones, que son breves alteraciones de
comportamiento involuntarias provocadas por descargas eléctricas intensas paroxisticas en el cerebro.

La epilepsia afecta hasta el 1 % de la poblaciéon (mas de 50 millones de personas) (1) y es resistente a la terapia
farmacologica en al menos el 20 % de los casos (2). Representa una grave carga para la sociedad y para los
individuos afectados. Incluso con el mejor de los mejores tratamientos actuales, mas del 25 % de los pacientes
siguen teniendo convulsiones que son gravemente perjudiciales para sus vidas.

La epilepsia puede ser focal (surgiendo de un area cerebral especifica) o generalizada (surgiendo de ambos
hemisferios). Las personas con epilepsia de presentacion focal son especialmente propensas a la
farmacorresistencia (3). La zona epileptégena en tales casos esta con frecuencia restringida a una region pequena
que con frecuencia puede estar localizada con técnicas de obtenciéon de imagenes y electrofisiologicas (4). Sin
embargo, la extirpacién quirdrgica del foco de convulsiones puede tratar con éxito solo aproximadamente al 5 % de
los pacientes farmacorresistentes, y es con frecuencia inapropiada en la epilepsia neocortical focal debido a la
proximidad a la corteza elocuente (5, 6).

El documento WO00/18903 describe un sistema para la terapia de la epilepsia y dolor intratable, asi como para
arritmias cardiacas, en las que los denominados genes de "silenciamiento eléctrico” se transfieren a células con
control sensible de la expresion transgénica. Son ejemplos dados un promotor inducible por ecdisona que impulsa la
expresion que rectifica por dentro los canales de potasio en vectores adenovirales policistrénicos. Se notifica que
mientras no se no se ve afectada la actividad eléctrica normal, después de la induccion de la expresion génica se
suprime la excitabilidad.

Ademas, se ha mostrado que la terapia génica dirigida a la zona epileptéogena es eficaz en modelos de epilepsia de
roedor incluyendo epilepsia neocortical focal (7).

Sin embargo, la administracion viral de transgenes que alteran la excitabilidad permanentemente puede deteriorar la
funcién esencial de circuitos cerca del foco de convulsiones. Una estrategia atractiva seria suprimir la excitabilidad
de circuitos "a demanda" con la detecciéon de una convulsion. Recientemente el progreso en la supresion de
convulsiones optogenéticas en roedores ha mostrado que esto es, en principio, viable (7-9). Una de las limitaciones
principales en la transduccion clinica es la necesidad de administrar luz de la longitud de onda, intensidad y duracion
apropiadas a la regiéon de neuronas transducidas. Esto necesita la implantacion de dispositivos dpticos y padece la
atenuacion fuerte de la luz en el tejido cerebral.

Puede verse por lo tanto que métodos novedosos de tratamiento de la epilepsia, tal como epilepsia focal,
proporcionarian una contribucién a la técnica.

Farrell, Martilias S., y Bryan L. Roth. "Pharmacosynthetics: reimagining the pharmacogenetic approach”. Brain
research 1511 (2013): 6-20, trata en general la neurosicofarmacologia, y el impacto de parejas de ligando sintético-
GPCR en este tipo de farmacologia.

Kreitzer, Anatol C., y Joshua D. Berke. "Investigating striatal function through cell-type-specific manipulations".
Neuroscience 198 (2011): 19-26, se refiere al cuerpo estriado, que observa que nuevas metodologias para perturbar
la actividad y sefalizacion en diferentes tipos celulares in vivo ha comenzado a permitir pruebas directas de los
papeles causantes de neuronas estriatales en el comportamiento.

Divulgacion de la invencion

Los presentes inventores han desarrollado han desarrollado un sistema terapéutico novedoso que usa vectores para
expresar un receptor modificado que puede alterar la excitabilidad de un subconjunto restringido de neuronas en el
foco de convulsiones, pero donde el receptor se activa solamente cuando se administra también un ligando exégeno
especifico.

El receptor que ha sido mutado para hacerlo insensible a los neurotransmisores endoégenos pero sensibles a una
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sustancia que normalmente no tiene ningun efecto sobre la funcién cerebral.

Los receptores modificados de esta manera son conocidos per se (10,11, 24 por ejemplo) y se han denominado
DREADD (Designer Receptors Exclusively Activated by Designer Drugs (receptores de disefio activados
exclusivamente por farmacos de disefio) y RASSL (Receptors Activated Solely by Synthetic Ligands (receptores
activados unicamente por ligandos sintéticos) en la bibliografia. Sin embargo, tales receptores modificados no se han
sugerido previamente para su uso en el tratamiento de la epilepsia. Parte de la tecnologia descrita en el presente
documento se publicé después de la fecha de prioridad reivindicados en el presente documento (26).

Como ejemplo, los inventores han demostrado que expresar un DREADD GPCR inhibidor, denominado hM4Di, en
un modelo in vivo de epilepsia focal puede reducir las convulsiones cuando se administrarse de manera sistémica un
ligando especifico CNO (clozapina-N-6xido). Probaron esto en dos modelos de convulsiones agudas y también en
un modelo de epilepsia resistente a farmacos cronica, y aplicaron varios métodos complementarios para analizar la
actividad eléctrica en el cerebro (electroencefalograma - EEG). El tratamiento era bien tolerado y las convulsiones se
suprimieron solo durante la duracién en la que CNO estaba presente en el cerebro, aproximadamente 45-60 minutos
después de una Unica inyeccion intraperitoneal.

Los tratamientos de la invencion pueden dirigirse tanto a la region cerebral en la que se inyecta el vector viral como
al tipo de célula dentro de esa region y asi el efecto cuando el ligando se administra puede localizarse de manera
eficaz, y en ausencia del ligando no se esperaria que hubiera ningun efecto sobre la funcion cerebral.

Por lo tanto, la terapia es tanto dirigida como temporalmente limitada. EI modelo preclinico de epilepsia usado en los
ejemplos en el presente documento es aquel que no responde a farmacos sistémicos que sugieren que la invencion
puede tener utilidad en pacientes que no se tratan eficazmente en la actualidad.

La invencién puede ponerse en practica en relacion con un mamifero que puede ser un mamifero no humano, por
ejemplo, un animal de prueba tal como un roedor (por ejemplo, raton, rata) o primate. El mamifero puede ser un
mamifero transgénico. Dichos animales de prueba forman aspectos adicionales de la invencion.

En aspectos relacionados puede administrarse previamente al paciente o mamifero un vector, antes de realizarse el
método.

La invencién proporciona un vector que codifica un receptor modificado, y un agonista exdgeno para dicho receptor,
para su uso en un método de tratamiento de un trastorno convulsivo que es epilepsia focal en un paciente que
padece dicho trastorno, tratamiento que comprende:

(a) administrar a dicho paciente dicho vector, en el que el receptor modificado es el receptor acoplado a proteina
G (GPCR) receptor de acetilcolina muscarinico humano Ms que se acopla a través de una proteina Gi con un
canal de potasio de rectificacion interna acoplado a proteina G (GIRK)

estando el receptor caracterizado por (i) una sensibilidad disminuida con respecto a su ligando de activacion
enddgeno (ii) una sensibilidad conservada o potenciada con respecto al agonista exégeno,

en cualquier caso en el que el receptor modificado se codifica por un acido nucleico operativamente unido a un
promotor especifico de tipo de célula neuronal de modo que dicho receptor modificado se expresa en neuronas de
un foco de convulsiones en el cerebro del paciente; (b) administrar a dicho paciente dicho agonista exégeno,
mediante lo cual la presencia de dicho agonista en el cerebro del paciente activa dicho receptor modificado,
mediante lo cual la activacién de dicho receptor modificado inhibe de manera reversible la excitabilidad de, y
neurotransmision mediante, las neuronas en el foco de convulsiones.

La invencion proporciona también un vector que codifica un receptor modificado para su uso en un método de
tratamiento de un trastorno convulsivo que es epilepsia focal en un paciente que padece dicho trastorno, tratamiento
que comprende:

(a) administrar a dicho paciente dicho vector, en el que el receptor modificado es el receptor acoplado a proteina
G (GPCR) receptor de acetilcolina muscarinico humano Ms que se acopla a través de una proteina Gi con un
canal de potasio de rectificacion interna acoplado a proteina G (GIRK)

estando el receptor caracterizado por (i) una sensibilidad disminuida con respecto a su ligando de activacion
enddgeno (ii) una sensibilidad conservada o potenciada con respecto a un agonista exégeno,

en cualquier caso en el que el receptor modificado se codifica por un acido nucleico operativamente unido a un
promotor especifico de tipo de célula neuronal de modo que

dicho receptor modificado se expresa en neuronas de un foco de convulsiones en el cerebro del paciente;

(b) administrar a dicho paciente dicho agonista exégeno,

mediante lo cual la presencia de dicho agonista en el cerebro del paciente activa dicho receptor modificado,
mediante lo cual la activacion de dicho receptor modificado inhibe de manera reversible la excitabilidad de, y
neurotransmision mediante, las neuronas en el foco de convulsiones.
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La invencidn proporciona también un agonista exdgeno para su uso en un método de tratamiento de un trastorno
convulsivo que es epilepsia focal en un paciente que padece dicho trastorno, tratamiento que comprende:

(a) administrar a dicho paciente un vector que codifica un receptor modificado, siendo el receptor modificado el
receptor acoplado a proteina G (GPCR) receptor de acetilcolina muscarinico humano M4 que se acopla a través
de una proteina Gi con un canal de potasio de rectificacion interna acoplado a proteina G (GIRK)

estando el receptor caracterizado por (i) una sensibilidad disminuida con respecto a su ligando de activacion
enddgeno (ii) una sensibilidad conservada o potenciada con respecto a un agonista exégeno,

en cualquier caso en el que el receptor modificado se codifica por un acido nucleico operativamente unido a un
promotor especifico de tipo de célula neuronal de modo que dicho receptor modificado se expresa en neuronas
de un foco de convulsiones en el cerebro del paciente;

(b) administrar a dicho paciente dicho agonista exégeno,

mediante lo cual la presencia de dicho agonista en el cerebro del paciente activa dicho receptor modificado,
mediante lo cual la activacion de dicho receptor modificado inhibe de manera reversible la excitabilidad de, y
neurotransmision mediante, las neuronas en el foco de convulsiones.

La invencidn proporciona también un agonista exdgeno para su uso en un método de tratamiento de un trastorno
convulsivo que es epilepsia focal en un paciente que padece dicho trastorno,

en el que a dicho paciente se ha administrado previamente un vector que codifica un receptor modificado, siendo el
receptor modificado el receptor acoplado a proteina G (GPCR) receptor de acetilcolina muscarinico humano M4 que
se acopla a través de una proteina Gi con un canal de potasio de rectificacion interna acoplado a proteina G (GIRK)
que se caracteriza por (i) una sensibilidad disminuida con respecto a su ligando de activacion enddgeno (ii) una
sensibilidad conservada o potenciada con respecto al agonista exdgeno, en cualquier caso en el que el receptor
modificado se codifica por un acido nucleico operativamente unido a un promotor especifico de tipo de célula
neuronal de modo que dicho receptor modificado se expresa en neuronas de un foco de convulsiones en el cerebro
del paciente;

tratamiento que comprende administrar a dicho paciente dicho agonista exégeno,

mediante lo cual la presencia de dicho agonista en el cerebro del paciente activa dicho receptor modificado,
mediante lo cual la activacién de dicho receptor modificado inhibe de manera reversible la excitabilidad de, y
neurotransmision mediante, las neuronas en el foco de convulsiones.

Los métodos de tratamiento o terapia se describen en mas detalle a continuacién en el presente documento.

Se describe también en el presente documento el uso de un vector y/o agonista como se define en el presente
documento en la preparacién de un medicamento para su uso en un método de tratamiento o terapia tal como se
describe en el presente documento.

Algunos aspectos particulares de la invencion se trataran ahora en mas detalle:
Receptores

Tal como se indica anteriormente, los receptores modificados para activarse Unicamente por agonistas artificiales
han sido conocidos en la técnica durante muchos afios, y en ocasiones se denominan DREADD o RASSL. Los
expertos en la técnica pueden proporcionar tales receptores usando métodos conocidos y, a la luz de la presente
divulgacion, los aplican en la presente invencion. Las expresiones "receptor modificado" o similares, DREADD y
RASSL se usan indistintamente en el presente documento, a menos que el contexto exija lo contrario.

Por ejemplo el documento WO97/35478 describe la preparacion de RASSL. El contenido de esa solicitud, con
respecto a su descripcion de la preparacion y caracteristicas de RASSL se incorpora especificamente al presente
documento como referencia. EI documento WO97/35478 ensefia como pueden prepararse RASSL a partir de
receptores acoplados a proteina G, incluyendo receptores muscarinicos de acetilcolina acoplados a Gi. El contenido
incluye una descripcion de la "Construction of RASSLs" paginas 20-30 del documento WO97/35478. Adicionalmente,
determinadas definiciones que se refieren a RASSL del documento W097/35478 se usan en el presente documento
por consistencia con su sentido reconocido en la técnica. Un RASSL tal como se describe en ese documento es un
receptor modificado acoplado a proteina G que tiene afinidad de unién disminuida por un ligando natural
seleccionado (es decir, endégeno) del GPCR (con respecto a la unién del ligando seleccionado por un receptor
acoplado a proteina G natural), pero que tiene afinidad de unién normal, casi normal, o preferentemente potenciada
por una molécula pequefia exégena, normalmente sintética. Por lo tanto, la activacion mediada por RASSL de
células que expresan RASSL no se produce en una medida significativa in vivo en presencia del ligando natural,
pero responde significativamente tras la exposicion a una molécula pequefa introducida de manera exdgena. En
otras palabras, el RASSL se activa de manera superior mediante el ligando exdgeno en comparacion con el ligando
natural (es decir, activado en una medida mayor o mas significativa mediante la unién del ligando de molécula
pequefia que mediante la union a un ligando natural seleccionado a una concentracion similar).

GPCR
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Receptores preferidos para su uso en la presente invencion son receptores acoplados a la proteina G modificados
(GPCR) que se unen a moléculas pequefias sintéticas no presentes n normalmente en el cerebro.

Los métodos descritos en el presente documento pueden tener el fin de afectar o provocar la respuesta celular
mediada por proteina G de una célula eucariota, particularmente en una neurona en el cerebro de un mamifero. La
neurona sera normalmente una célula neuronal dentro de una poblacién neuronal que se ha transformado con el
vector que codifica el GPCR modificado.

"Receptor acoplado a proteina G" como se usa en el presente documento significa un receptor que, tras la unién de
su ligando natural y activacion del receptor, transduce una sefal(es) mediada(s) por proteina G que da como
resultado una respuesta celular. Los receptores acoplados a proteina G forman una gran familia de proteinas
relacionadas evolutivamente (véase el documento WO97/35478). Proteinas que son miembros de la familia de
receptores acoplados a proteina G se componen generalmente de siete posibles dominios transmembrana. Los
receptores acoplados a proteina G se conocian en la técnica como "receptores de siete segmentos transmembrana
(7TM)" y como "receptores heptahelicoidales" (véase, por ejemplo, Schwartz, 1994, Curr. Opin. Biotechnol. 5:434-
444)

Los GPCR interaccionan con un complejo de proteinas de union al nucleétido guanina heterotriméricas (proteinas G)
y por | o tanto regulan una amplia variedad de rutas de sefalizacion intracelular incluyendo canales iénicos. Por lo
tanto, en el presente documento una "respuesta celular acoplada a proteina G" significa una respuesta celular o ruta
de sefializacion que se produce con la uniéon de ligando mediante un receptor acoplado a proteina G. Dichas
respuestas celulares acopladas a proteina G relevantes para la presente invencién son aquellas que modifican la
excitabilidad neuronal y por lo tanto la neurotransmisiéon, mas especificamente, que provocan una respuesta
inhibidora mediante lo cual la activacion del receptor con el ligando provoca la inhibicion o el silenciamiento
sinaptico.

Un mecanismo mediante el que un GPCR puede modificar la excitabilidad neuronal y por lo tanto la
neurotransmision es a través de la inhibicion de la liberacién de neurotransmisores, por ejemplo, a través de un
efecto sobre canales de calcio presinapticos.

Otro mecanismo por el que un GPCR puede modificar la excitabilidad neuronal y por lo tanto la neurotransmisién es
a través del acopla a través de proteinas G con canales de potasio de rectificaciéon interna acoplados a proteina G
(GIRK). La respuesta celular acoplada a proteina G es en este caso por lo tanto la hiperpolarizacién de membrana e
inhibicion neuronal (11).

Una amplia variedad de receptores acoplados a proteina G activan GIRK, incluyendo los receptores muscarinicos
Mz, de adenosina A+, az-adrenérgicos, de dopamina D, de opiodes W, 8 y K, de serotonina 5-HT 14, de somatostatina,
de galanina, de m-Glu, de GABAg, y de esfingosina-1-fosfato (Yamada M, Inanobe A, Kurachi Y (diciembre de 1998).
"G protein regulation of potassium ion channels". Pharmacological Reviews 50 (4): 723-60).

En la presente invencion el GPCR que activa GIRKS es el receptor de acetilcolina muscarinico Mg, también conocido
como el receptor colinérgico. Este receptor es una proteina que, en seres humanos, se codifica por el gen CHRM4, y
se denomina hM4 en el presente documento. Este se acopla a la subunidad alfa de G; (o proteina Gi/Gy o Gi). Se
cree que la activacion de hM4Di inhibe también la liberacién de neurotransmisores, lo mas probablemente mediada
por un efecto sobre canales de calcio presinapticos. Esta actividad concuerda con la evidencia de una distribucién
presinaptica y accion de receptores muscarinicos de Ma, previamente notificados por Levey et al. J Neurosci 15:
4077-4092, 1995; y Shirey JK, et al. Nat Chem Biol 4: 42-50, 2008).

El receptor modificado (RASSL) usado en el presente documento se modifica con respecto a su receptor acoplado a
proteina G nativo correspondiente por que el RASSL presenta unién por un ligando natural seleccionado que es se
disminuye, preferentemente se disminuye sustancialmente, mas preferentemente se elimina sustancialmente, con
respecto a la unién del ligando mediante su receptor acoplado a proteina G nativo correspondiente.

Por lo tanto, la actividad de RASSL no se ve relativamente afectada por fluctuaciones naturales del ligando natural
seleccionado (por ejemplo, acetilcolina). Preferentemente la unién de RASSL del ligando natural seleccionado se
disminuye en al menos 5 veces, preferentemente 10 veces, mas preferentemente 50 veces, aun mas
preferentemente 75 veces, y puede disminuirse 100 veces o mas con respecto a la union mediante el receptor
acoplado a proteina G nativo correspondiente de RASSL.

Los RASSL pueden caracterizarse por la relacion de afinidad de uniéon de ligando sintético con respecto a la afinidad
de unidn de un ligando natural seleccionado. Preferentemente, los RASSL de la invencién muestran una alta relacion
de union de ligando de molécula pequefia con respecto a unién de ligando natural seleccionado, y muestran
relaciones de union de ligando de molécula pequena:ligando natural seleccionado de al menos 0,8, preferentemente
al menos 1,0, mas preferentemente al menos 5, ain mas preferentemente 10, todavia mas preferentemente 100 o
superior.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2784 639 T3

Preferentemente, los RASSL muestran relaciones de unién que son 2 veces mayores, preferentemente 5 veces
mayores, mas preferentemente 10 veces mayores, todavia mas preferentemente de 50 a 100 veces mayores que la
relacion de union de ligando de molécula pequefia:ligando natural seleccionado de un receptor acoplado a proteina
G nativo.

Los RASSL pueden caracterizarse también por las relaciones del nivel de activacion mediante la exposicion a
ligando sintético con respecto al nivel de activacion mediante la exposicion a un ligando natural seleccionado
("relacion de activacion"). Los niveles de activaciéon pueden medirse tal como se describe a continuacion.
Preferentemente, los ASSL de la invencién muestran una alta relacion de activacion de ligando de molécula pequeia
con respecto a la activacion de ligando natural seleccionado, y muestran relaciones de ligando de molécula
pequefa:ligando natural seleccionado de al menos 0,8, preferentemente al menos 1,0, mas preferentemente al
menos 5, aun mas preferentemente 10, todavia mas preferentemente 100 o superior. Preferentemente, Los RASSL
muestran relaciones de activacion que son 2 veces mayores, preferentemente 5 veces mayores, mas
preferentemente 10 veces mayores, todavia mas preferentemente de 50 a 100 veces mayores que la relacion de
activacion de ligando de molécula pequefia:ligando natural seleccionado de un receptor acoplado a proteina G
nativo.

La electrofisiologia de los canales puede realizarse tal como se describe en (11, materiales suplementarios y
métodos). En resumen, los receptores se transfectan de manera transitoria en células HEK (células tsA201) en una
relacion molar de 2:1:1 (2 GPCR: 1 GIRK1: 1 GIRK2) usando el reactivo de transfeccion Quantum Prep Cytofectene
(Bio-Rad). La expresién postransfeccién (12-24 h) de corrientes K' mediadas por canales GIRK se verifican en
rampas de voltaje de 50 ms desde -100 hasta + 50 mV desde 0 mV mediante sus propiedades de rectificacion
interna. Se usan las siguientes soluciones de registro extracelular e intracelular; extracelular (NaCl 20 mM/KCI
120 mM/CaCl; 2 mM/MgClz 1 mM/Hepes-NaOH 10 mM, pH 7,3 con KOH), intracelular (aspartato de K 100 mM/KClI
40 mM/MgATP 5 mM/Hepes-KOH 10 mM/NaCl 5 mM/EGTA 2 mM/MgCl, 2 mM/GTP 10 mM, pH 7,3 con KOH). Una
vez se identifican las corrientes, Células HEK se fijaron con voltaje a -60 mV durante 15-60 s y o bien CCh 10 mM o
se aplica CNO directamente sobre las células durante 2 s usando un sistema de perfusion de flujo rapido (ALA
Scientific Instruments, Westbury, NY).

Como alternativa podrian utilizarse métodos basados en los de Tomlinson SE, Rajakulendran S, Tan SV, et al. J
Neurol Neurosurg Psychiatry 2013;84: 1107-1112. ADNc que codifica las subunidades de GPCR, GIRK y proteina
fluorescente verde (GFP) contenida dentro del plasmido pMT2LF se transfectan de manera transitoria en células de
rindn embrionario humano (HEK) en una relacién molar de 2:1:1:1 (2 GPCR: 1 GIRK1: 1 GIRK2: 1 GFP) usando
lipofectamine2000 (Invitrogen). Se realizan registros 36-72 h después de la transfeccion. Se realizan registros de
zona de célula completa a temperatura ambiente. La solucién externa contiene (en mM): NaCl; 135; KCI 4; MgCl; 1;
CaCl; 2; HEPES 10. La solucion de pipeta contiene (en mM): NaCl 135; KCI 2,5; EGTA 2; HEPES 10. La resistencia
de pipeta es 2-4 MQ cuando se llena con solucion intracelular. Células que expresan GFP se mantienen a -80 mV, y
no se compensa la resistencia en serie. Células con resistencia en serie por encima de 10 MQ se desechan. Se usa
el protocolo A-P/4 para restar corrientes de fuga. Se registran corrientes usando un amplificador Axopatch 200B o
Axoclamp 700B (Molecular Devices). Se adquieren datos y se analizan usando el software LabView (National
Instruments).

Para monitorizar el potencial de membrana de neuronas hipocampicas cultivadas, cachorros de rata Sprague-
Dawley (Zivic Miller Inc., Pittsburgh, PA) se sacrifican en el dia 1 después de nacer y se disocian neuronas
hipocampicas y se cultivan sobre cubreobjetos. Se infectan neuronas (10-14 dias de edad) con virus Sindbis y 12-
24 h tras la infeccion se usaron para registros. Como alternativa, y preferentemente, puede usarse lentivirus. En
resumen, lentivirus que expresa el GPCR y GFP se afiade un dia después de sembrar en placa las neuronas, y se
obtienen registros tras 14 dias in vitro (Heeroma JH, Henneberger C, Rajakulendran S, Hanna MG, Schorge S,
Kullmann DM, Disease Models & Mechanisms 2, 612-619, 2009). Se registran neuronas hipocampicas en tampon
extracelular (NaCl 172 mM/KCI 2,4 mM/Hepes 10 mM/glucosa 10 mM/CaCl, 4 mM/MgCl, 4 mM, pH 7,3) y tampdn
intracelular (gluconato de K" 145 mM/Hepes 15 mM/K-EGTA 1 mM/Na-ATP 4 mM/Na-GTP 0,4 mM, pH 7,3).
Cambios en el potencial de membrana de neuronas hipocampicas se realizan en el modo de fijaciéon con corriente y
o bien CCh o bien CNO se aplicaron directamente sobre la célula tal como se describe anteriormente. Para registrar
la activacion del potencial de accién se afade bicuculina 10 uM (Sigma) a la solucion de registro extracelular para
bloquear la aferencia inhibidora en neuronas hipocampicas. Se realizan registros de zona con un amplificador
Multiclamp 700B (Molecular Devices). Se digitalizaron corrientes a 10 kHz y se filtraron con el filtro Bessel de tres
polos 10 kHz de interno (filtro 1) en serie con un filtro Bessel de 4 polos de 2,9 kHz (filtro 2).

Para caracterizar el efecto de GPCR sobre la transmision sindptica se inyecta 1 pl de serotipo de virus
adenoasociado 5 (AAV5) que expresa el GPCR y la proteina indicadora fluorescente mCitrina se inyecta en el
subcampo CA3 del hipocampo dorsal de ratas Sprague-Dawley macho (4 semanas de edad) a 3,6 mm lateral
(derecha), 2,8 mm posterior y 2,9 mm ventral con respecto al bregma a 100 nl/min (Akam T, Oren |, Mantoan L,
Ferenczi E, Kullmann DM. Nat Neurosci mayo de 2012;15(5):763-8). 4-6 Semanas mas tarde, se perfunden los
animales transcardialmente con solucién a temperatura ambiente que contiene (en mM): N-metil-D-glucamina, 92;
KCl, 2,5; NaH2PO4, 1,25; tiaurea, 2; acido ascorbico, 5; piruvato de Na, 3; MgCl2, 10; D-glucosa, 25; NaHCO3, 30;
CaCl2, 0,5; sacarosa, 1, y se preparan cortes hipocampicos horizontales. La solucidon de perfusion extracelular
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contiene (en mM): NaCl, 119; KClI, 2,5; CaCl2, 0,5; MgS04, 1,3; MgCl, 2; NaH2PO4, 1,25; NaHCO3, 25; Glucosa,
10. Un potencial excitador postsinaptico de campo (fEPSP) se provoca cada 30 segundos mediante estimulacion
extracelular (20-320 yA 100 ps) en el estrato radiado de CA1, antes, durante y después de la perfusion de bafo de
CNO (10 uM).

Un receptor muscarinico humano acoplado a Gi preferido es "hM4Di", que se ha sensibilizado al metabolito
oralmente biodisponible y normalmente inerte de clozapina, clozapina-N-6xido (CNO) (711, 12). Este GPCR
modificado incluye las siguientes mutaciones: Y113C/A203G. Preferentemente el receptor modificado se codifica por
SEQ ID NO: 1.

Cabe destacar que, hM4Di es relativamente insensible a acetilcolina, el agonista enddégeno del receptor original.

El receptor modificado hM4Di se describié originalmente en la referencia 11 (B. N. Armbruster, X. Li, M. H. Pausch,
S. Herlitze, B. L. Roth, "Evolving the lock to fit the key to create a family of G protein-coupled receptors potently
activated by an inert ligand", Proc. Natl. Acad. Sci. U.S. A. 104, 5163-5168 (2007)). Aquellos autores describen un
enfoque general, validado y no sesgado para generar GPCR con especificidades de ligando definidas, que se utilizé
para crear una familia de DREADD de receptor de ACh muscarinico (mAChR). El contenido de esa publicacion, con
respecto a su descripcion de la preparacion y caracteristicas de estos DREADD, se incorpora especificamente en el
presente documento como referencia.

La preparacion de un DREADD de M4 humano se describe también en Nawaratne, V., Leach, K., Suratman, N.,
Loiacono, R. E., Felder, C. C., Armbruster, B. N., & Christopoulos, A. (2008). "New insights into the function of M4
muscarinic acetylcholine receptors gained using a novel allosteric modulator and a DREADD (designer receptor
exclusively activated by a designer drug)". Molecular pharmacology, 74(4), 1119-1131.

Un plasmido que codifica hM4Di se encuentra comercialmente disponible como plasmido 45548: pcDNA5/FRT-HA-
hM4D(Gi) de Ad-dgene, Cambridge, MA 02139 (http://www.addgene.org/45548/) y se describe en el anexo de
secuencias y figuras en adelante en el presente documento.

Vectores y administracion de los mismos

Cualquiera de varios vectores puede usarse de acuerdo con la invenciéon para producir células que expresan
RASSL.

Un vector para su uso en las terapias de la presente invencion sera adecuado para protocolos de terapia génica in
vivo. El vector puede ser un vector de integracion estable o un vector de no integracion estable. Un vector preferido
es un vector viral, tal como un vector lentiviral o de AAV (virus adenoasociado).

El uso de estos dos tipos de vector viral es bien conocido en la técnica para terapia génica. Unicamente a modo de
ejemplo, el documento W02008011381 describe el uso de estos y otros vectores para expresar receptores en un
sujeto. El contenido de esa solicitud, con respecto a su descripcion de la preparacion y caracteristicas de AAV y
vectores lentivirales se incorpora especificamente en el presente documento como referencia.

En resumen, tal como se describe en el documento WO2008011381, AAV es un parvovirus defectuoso y es un
vector preferido porque puede infectar muchos tipos de células y no es patogénico para seres humanos. Los
vectores de tipo AAV pueden transportar aproximadamente de 4 a 5 kb y se conoce que AAV natural se inserta de
manera estable en el cromosoma 19. Se prefieren vectores que contienen esta propiedad de integracion especifica
de sitio. Una realizacion especialmente preferida de este tipo de vector es el vector de P4.1 C producido por Avigen,
San Francisco, CA. En otro tipo de vector de AAV, el AAV contiene una pareja de repeticiones terminales invertidas
(ITR) que flanquean al menos un casete que contiene un promotor que dirige la expresion especifica de célula
operativamente unido a un gen heterélogo (en este caso: un RASSL). Informacién adicional puede encontrarse en la
patente de los Estados Unidos n.° 6.261.834.

Los vectores lentivirales son un tipo especial de vector retroviral que se caracterizan normalmente por tener un largo
periodo de incubacioén para la infeccién. Ademas, los vectores lentivirales pueden infectar células no divisorias. Los
vectores lentivirales se basan en la cadena principal de acido nucleico de un virus de la familia lentiviral de virus.
Normalmente, un vector lentiviral contiene las regiones 5'y 3' LTR de un lentivirus, tal como SIV y HIV. Los vectores
lentivirales contienen también normalmente el elemento sensible Rev (RRE) de un lentivirus, tal como SIV y HIV.
Ejemplos de vectores lentivirales incluyen aquellos de Dull, T. et al., "A Third-generation lentivirus vector with a
conditional packaging system" J. Virol 72(11):8463-71 (1998);

Los vectores descritos en el presente documento pueden administrarse localmente a las células diana en varios
métodos de acceso conocidos en la técnica, véase, por ejemplo, "Stereotactic and Functional Neurosurgery"
Editores: Nikkhah & Pinsker; suplemento de Acta Neurochirurgica volumen 117, 2013. En particular la administracion
puede ser a través de inyeccion directa en el cerebro usando metodologias conocidas, tal como craneotomia con
orificio de trepanacion e inyeccion estereotactica. La inyeccion se dirigird a un foco de convulsiones donde se ha
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definido (por ejemplo, en epilepsia focal) o mas en general en areas del cerebro que se sospecha que tienen
hiperactividad en otras enfermedades convulsivas.

Pueden usarse vectores para efectuar una transformacién permanente, o pueden expresarse Unicamente de manera
transitoria en el cerebro.

Hablando en general, los expertos en la técnica pueden construir vectores y disefiar protocolos para la expresion
génica recombinante. Se pueden elegir o construir vectores adecuados, que contienen, ademas de los elementos de
la invencion descritos anteriormente, secuencias reguladoras adecuadas, que incluyen secuencias promotoras,
fragmentos terminadores, secuencias de poliadenilacion, genes marcadores y otras secuencias segun sea
adecuado. Para detalles adicionales, véase, por ejemplo, Molecular Cloning: A Laboratory Manual: 22 edicion,
Sambrook et al, 1989, Cold Spring Harbor Laboratory Press o Current Protocols in Molecular Biology, Segunda
edicién, Ausubel et al. eds., John Wiley & Sons, (1995, y suplementos periddicos).

El constructo de ADN contiene un promotor para facilitar la expresion del ADN que codifica RASSL dentro de la
célula diana. Puede conseguirse especificidad mediante expresion regional y especifica de tipo de célula del
receptor exclusivamente, por ejemplo, usando un promotor especifico de tejido o region. En la invencion se usa un
promotor especifico de tipo de célula neuronal.

Un ejemplo es el promotor de Camk2a (gen alfa CaM quinasa Il), que activa la expresion de manera relativamente
especifica en el prosencéfalo, véase por ejemplo Sakurada et al (2005) "Neuronal cell type-specific promoter of the
alpha CaM kinase Il gene is activated by Zic2, a Zic family zinc finger protein". Neurosci Res. noviembre de 2005;
53(3):323-30. Publicacién en linea 12 de septiembre de 2005.

Otros promotores especificos de tipo de célula neuronal incluyen el promotor de NSE (Liu H. et al., Journal of
Neuroscience. 23(18):7143-54, 2003); promotor de tirosina hidroxilasa (Kessler MA. et al., Brain Research. Molecular
Brain Research. 112(1-2):8-23, 2003); promotor de proteina basica de mielina (Kessler MA. et al Biochemical &
Biophysical Research Communications. 288(4):809-18, 2001); promotor de proteina acida fibrilar glial (Nolte C. et al.,
GLIA. 33(1):72-86, 2001); promotores de gen de neurofilamento (pesado, medio, ligero) (Yaworsky PJ.et al., Journal
of Biological Chemistry. 272(40):25112-20, 1997) (todos los que se incorporan en el presente documento por
referencia para la secuencia de los promotores y secuencias relacionadas.) El promotor de NSE se divulga en Peel
AL. et al., Gene Therapy. 4(1): 16-24, 1997) (SEQ ID NO:69) (pTR-NT3myc; Powell Gene Therapy Center,
Universidad de Florida, Gainesville FL). Un promotor adecuado adicional es el promotor de sinapsina 1 (véase
Kugler et al "Human synapsin 1 gene promoter confers highly neuron-specific long-term transgene expression from
an adenoviral vector in the adult rat brain depending on the transduced area". Gene Ther. febrero de 2003;10(4):337-
47).

Agonistas y administracion de los mismos

En la presente invencion, el receptor modificado se activa mediante la presencia de un agonista exdgeno. El
agonista exdgeno (o ligando, o molécula pequenia, los términos se usan indistintamente en el presente documento)
es uno que puede administrarse por via oral o parenteral (por ejemplo, administrarse de manera sistémica) y
penetran en la barrera hematoencefalica. El ligando es exdgeno por que esta generalmente ausente en el cerebro, o
presente en concentraciones basales suficientemente bajas que no activan el receptor modificado.

Preferentemente la semivida en el cerebro del ligando es inferior a 120, 60 o 30 minutos. Esto tiene la ventaja de que
se minimiza cualquier efecto adverso sobre la funcidon cerebral normal provocada por la interaccion del ligando y
receptor.

Preferentemente, el ligando es sintético, es decir, no se produce de manera natural.

Ligando(s) preferido(s) son aquellos que tienen actividad biolégica minima o ninguna actividad bioldgica distinta de la
activacion de RASSL.

Cualquier molécula pequefia, preferentemente una molécula pequefa sintética, que puede unirse dentro de los
dominios transmembrana de un RASSL y facilita la activacion mediada por RASSL de una familia deseada de
proteinas G, es adecuada para su uso en el método de activacion dirigida de la invencion. Al contrario de los
ligandos de péptido naturales de receptores acoplados a proteina G que normalmente tienen pesos moleculares de
2000-6000 Da, los ligandos de molécula pequefia de receptores acoplados a proteina G tendran generalmente
pesos moleculares de 100-1000 Da.

Moléculas pequefias sintéticas en la presente invencion incluyen moléculas pequefias sintéticas generadas mediante
o bien un medio natural (por ejemplo, aisladas de una linea celular recombinante) o medio quimico (por ejemplo,
usando procesos quimicos organicos o inorganicos).

El ligando tendra generalmente un peso molecular y una carga idnica neta que permite que atraviese la barrera
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hematoencefalica tras administracion oral o parenteral (por ejemplo, intravenosa). Normalmente las moléculas que
atraviesan la barrera hematoencefalica estan menos cargadas que las moléculas de péptido. Pueden prepararse
farmacos sintéticos que atraviesan o no atraviesan la barrera hematoencefalica dependiendo del nimero de grupos
cargados en la molécula (véase, por ejemplo, Freidinger, 1993, Prog. Drug Res. 40:33-98). Moléculas mas
pequenfas, por ejemplo, menos de 4000 Da, tienen mayor probabilidad de atravesar la barrera hematoencefalica.

Varias moléculas pequefas sintéticas que se unen a y activan receptores acoplados a proteina G nativa son
conocidas en la técnica y son utiles en la presente invencion. Moléculas pequefias sintéticas adicionales adecuadas
para su uso en la presente invencién pueden identificarse mediante la seleccidon de compuestos candidatos para la
union a receptores acoplados a proteina G nativa o a RASSL. Por ejemplo, evaluando la electrofisiologia de canal y
midiendo potenciales de membrana de neuronas cultivadas, como se ha descrito anteriormente. En particular, una
linea celular que expresa (o transfectada con) un RASSL y canales de potasio asociados de interés, y se expone a
concentraciones variables de un compuesto que va a someterse a prueba para determinar la unién de RASSL. La
union de RASSL se detecta mediante induccion de hiperpolarizacion de membrana e inhibicion neuronal (11) con la
exposicion al compuesto de prueba, pero no en presencia de un compuesto de control que no se une al RASSL y/o
no induce activacion celular.

En una realizacion preferida el ligando es clozapina-N-6xido (CNO), que es un metabolito de clozapina. Este puede
administrarse mediante varias vias, como se describe en el presente documento, incluyendo por via bucal o
intranasal.

Otro ligando preferido es perlapina, que se une a hM3Dq (27). Puesto que los sitios de unién de hM3Dq y hM4Di son
altamente similares, puede esperarse igualmente que se una a hM4Di.

Trastornos

La invencion se usa en el tratamiento de un trastorno convulsivo que es epilepsia focal, por ejemplo, epilepsia
idiopatica, sintomatica y criptogénica. Los métodos descritos en el presente documento pueden usarse para extinguir
o bloquear la actividad epileptégena. Los métodos pueden usarse para elevar el umbral de convulsiones en el
cerebro o tejido neuronal de un paciente que lo necesita, o reducir el estallido epiléptico en las células cerebrales del
paciente.

Los métodos quimicos-genéticos combinados (también conocidos como quimiogenéticos) de la presente invencion
son particularmente adecuados para el tratamiento de epilepsia focal humana, para la supresién de convulsiones de
manera especifica de la region y del tiempo.

El paciente puede ser aquel que ha sido diagnosticado con epilepsia focal bien definida que afecta a una Unica area
de la neocorteza del cerebro. La epilepsia focal puede surgir, por ejemplo, de anomalias del desarrollo o tras
accidentes cerebrovasculares, tumores, lesiones o infecciones cerebrales penetrantes.

Sin embargo, la invencién puede usarse también para tratar multiples focos epilépticos simultaneamente mediante
inyeccion directamente en los multiples locus identificados.

El paciente puede ser aquel que ha sido diagnosticado con epilepsia resistente a farmacos o resistente al
tratamiento farmacolégico, lo que significa que las convulsiones epilépticas contindan a pesar de una administracion
adecuada de farmacos antiepilépticos.

El paciente puede ser aquel que esta bajo un tratamiento existente con farmacos antiepilépticos, teniendo el método
el fin de permitir que se interrumpa el tratamiento existente o que se reduzca el régimen farmacolégico.

El paciente puede ser aquel que ha sido diagnosticado con epilepsia parcial continua.

Los tratamientos de la presente invencién tienen particular utilidad cuando es indeseable una reducciéon permanente
en la excitabilidad neuronal (como podria conseguirse con la sobreexpresion de canales de potasio, por ejemplo),
por ejemplo debido a que representa un riesgo demasiado grande para una funcion cerebral normal. Aunque la zona
epileptdgena es responsable en las regiones corticales de la funcién del lenguaje o motora, no se produciria ningun
efecto sobre estas funciones excepto cuando se administrara el ligando. Es probable que pacientes con epilepsia
focal intratable consideren esto un efecto adverso aceptable.

Aungue la invencién tiene una utilidad particular para trastornos convulsivos caracterizados por aparicion focal, tal
como epilepsia del l6bulo temporal y epilepsia neocortical focal, puede aplicarse a formas mas generalizadas de
epilepsia, en particular como indicacion de segunda linea. En estos casos la diana para la administracion se elegira
segun sea apropiado para la afeccién, por ejemplo, la administracion puede ser bilateral en el talamo. Por lo tanto,
otros trastornos en los que puede aplicarse la invencién incluyen espasmos infantiles, convulsiones mioclénicas y
"motoras menores", asi como convulsiones tonico-clénicas y convulsiones parciales complejas.
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Ademas, en principio, la invencién podria usarse de manera profilactica provocando la alteracién continua de la
excitabilidad neuronal durante un periodo fijo con el fin de "reiniciar" circuitos epileptdgenos en algunas
circunstancias, provocando una reduccién persistente en las convulsiones que dure mas que la administracion del
ligando.

Administracion y dosificacion

La mayoria de los pacientes con epilepsia tienen un patrén estereotipado de actividad extendido como resultado de
un foco epileptégeno. La invencion puede aplicarse por lo tanto de manera profilactica (por ejemplo, hasta 30
minutos antes) para suprimir la actividad anémala antes de que se extienda, o para truncarla de manera temprana
en su evolucién. Ademas, debido a que con frecuencia se producen convulsiones en racimos, los pacientes pueden
tomar, si se desea, el ligando cuando comienza un racimo.

El ligando podria administrarse por un cuidador.

El ligando podria administrarse automaticamente mediante un dispositivo que se acoplé con un mecanismo de
deteccion de convulsiones automatizado. Por ejemplo, administracion a demanda podria usarse con bombas
subcutaneas (tal como se usa para administrar insulina (23; 25)). La evidencia reciente de que las convulsiones
pueden predecirse mediante analisis de EEG automatizado (22) proporciona la opcién de usar un dispositivo de
bucle cerrado para administrar el ligando.

El término "tratamiento”, como se usa en el contexto del tratamiento de una afeccién, se refiere en general al
tratamiento y la terapia de un ser humano, en el que se consigue algun efecto terapéutico deseado, por ejemplo, la
inhibicion del progreso de la afeccion, e incluye una reduccion en la velocidad de progreso, un alto en la velocidad de
progreso, la regresion de la afeccion, la mejora de la afeccion y la cura de la afeccion. El tratamiento como medida
profilactica (es decir, profilaxis, prevencion) también se incluye.

El ligando puede administrarse en una cantidad terapéuticamente eficaz.

La expresion "cantidad terapéuticamente eficaz", como se usa en el presente documento, se refiere a la cantidad del
receptor o ligando que es eficaz para producir algun efecto terapéutico deseado, proporcionado con una relacion
beneficio/riesgo razonable, cuando se administra de acuerdo con un régimen de tratamiento deseado.

De manera similar, la expresién "cantidad terapéuticamente eficaz", como se usa en el presente documento se
refiere a la cantidad del receptor o ligando que es eficaz para producir algin efecto profilactico deseado,
proporcionado con una relacion beneficio/riesgo razonable, cuando se administra de acuerdo con un régimen de
tratamiento deseado.

"Profilaxis" en el contexto de la presente memoria descriptiva no se entendera que circunscribe un éxito completo, es
decir, protecciéon completa o prevencién completa. Mas bien, profilaxis en el presente contexto se refiere a una
medida que se administra antes de la deteccién de una afeccién sintomatica con el fin de preservar la salud
ayudando a retrasar, mitigar o evitar esa afeccion particular.

Si bien es posible que el ligando se use (por ejemplo, se administre) solo, es con frecuencia preferible presentarlo
como composicion o formulacion, por ejemplo, con un vehiculo o diluyente farmacéuticamente aceptable.

El término "farmacéuticamente aceptable", como se usa en el presente documento, se refiere a compuestos,
ingredientes, materiales, composiciones, formas farmacéuticas, etc., que son, dentro del alcance del buen criterio
médico, adecuados para su uso en contacto con los tejidos del sujeto en cuestién (por ejemplo, un ser humano) sin
excesiva toxicidad, irritacion, respuesta alérgica u otro problema o complicacién, acordes con una relacion
beneficio/riesgo razonable. Cada vehiculo, diluyente, excipiente, etc. también debe ser "aceptable" en el sentido de
ser compatible con los otros ingredientes de la formulacion.

En algunas realizaciones, la composicion es una composicion farmacéutica (por ejemplo, formulacion, preparacion,
medicamento) que comprende, o que consiste esencialmente en, o que consiste en un Unico principio activo, un
ligando como se describe en el presente documento, y un vehiculo, diluyente o excipiente farmacéuticamente
aceptable.

Como se describe en el documento WO2008096268, en realizaciones de terapia génica que emplean administracion
viral del receptor modificado, la dosis unitaria puede calcularse en cuanto a la dosis de particulas virales que se
administran. Dosis virales incluyen un numero particular de particulas de virus o unidades formadoras de Qlacas
(ufg)). Para realizaciones que implican adenovirus, dosis unitarias particulares incluyen 103, 104, 105, 106, 10, 108,
107, 1010, 1011, 1012, 10% 0 10™ ufp. Las dosis de particulas pueden ser algo mayores (de 10 a 100 veces) debido a
la presencia de particulas defectuosas de la infeccion.

En algunas realizaciones los métodos o tratamientos descritos en el presente documento pueden combinarse con
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otras terapias, ya sean sintomaticas o de modificacion de la enfermedad.

El término "tratamiento” incluye tratamientos combinados y terapias, en las que se combinan dos o mas tratamientos
o terapias, por ejemplo, de forma secuencial o simultanea.

Por ejemplo, puede ser beneficioso combinar el tratamiento con un compuesto tal como se describe en el presente
documento con uno o mas (por ejemplo, 1, 2, 3, 4) agentes o terapias distintos.

Ejemplos apropiados de agentes coterapéuticos seran conocidos por los expertos en la materia basandose en la
divulgacion en el presente documento. Normalmente, el agente coterapéutico puede ser cualquiera conocido en la
técnica que se cree que puede proporcionar efecto terapéutico en el tratamiento de enfermedades que se describen
en el presente documento, objeto para el diagnéstico del individuo que se esta tratando. Por ejemplo, la epilepsia
puede algunas veces mejorarse mediante tratamiento directo de la etiologia subyacente, pero farmacos
anticonvulsivos, tales como fenitoina, gabapentina, lamotrigina, levetiracetam, carbamazepina y clobazam, y
topiramato y otros que suprimen las descargas eléctricas andmalas y convulsiones, son el pilar del tratamiento
convencional (Rho & Sankar, 1999, Epilepsia 40: 1471-1483).

La combinacion particular seria a criterio del médico que seleccionaria también dosificaciones usando su
conocimiento general comun y regimenes de dosificacién conocidos por un facultativo experto.

Los agentes (es decir, el receptor modificado y ligando, mas uno o mas agentes distintos) puede administrarse de
manera simultanea o secuencial, y puede administrarse en programas de dosis variables individualmente y a través
de diferentes vias. Por ejemplo, cuando se administra secuencialmente, los agentes pueden administrarse a
intervalos estrechamente espaciales (por ejemplo, durante un periodo de 5-10 minutos) o a intervalos mas largos
(separados por ejemplo, 1, 2, 3, 4 o mas horas, o periodos incluso mas largos cuando se requiere), siendo el
régimen de dosificacion preciso acorde a las propiedades del/de los agente(s) terapéutico(s).

Definiciones seleccionadas

"Union de receptor-ligando”, "union de ligando”, y "unién" se usan indistintamente en el presente documento para
expresar la interaccion fisica entre un receptor (por ejemplo, un receptor acoplado a proteina G) y un ligando (por
ejemplo, un ligando natural, (por ejemplo, ligando de péptido) o ligando sintético (por ejemplo, ligando de molécula
pequefia sintético)). La unidon de ligando puede medirse mediante varios métodos conocidos en la técnica (por
ejemplo, deteccion de asociacion con un ligando marcado de manera radioactiva).

"Sefializacion" significa la generacion de una respuesta bioquimica o fisioldgica como resultado de una union de
ligando (por ejemplo, como resultado de uniéon de ligando sintético a un receptor acoplado a proteina G).

"Activacion de receptor”, "activacion de RASSL", y "activacion de receptor acoplado a proteina G" se usan
indistintamente en el presente documento para expresar la unién de un ligando (por ejemplo, ligando natural o
sintético) a un receptor de manera que provoca sefalizacion mediada por proteina G, y una respuesta fisioldgica o
bioguimica asociada con la sefalizacién mediada por proteina G. La activacion puede medirse midiendo una sefal
bioldgica asociada con sefiales relacionadas con proteina G (por ejemplo usando electrofisiologia).

"Activacion celular dirigida" y "activacion de células diana" se usan indistintamente en el presente documento para
expresar activacion mediada por RASSL de una respuesta fisiolégica mediada por proteina G especifica en una
célula diana, donde la activacion mediada por RASSL se produce mediante la unién de una molécula pequena
sintética al RASSL. Como se usa en el presente documento, la activacion celular incluye respuestas inhibidoras tales
como silenciamiento sinaptico o inhibicion.

"Ligando natural" y "ligando que se produce de manera natural" y "ligando endégeno" de un receptor acoplado a
proteina G nativo se usan indistintamente en el presente documento para expresar una biomolécula endégena para
un hospedador mamifero, biomolécula que se une a un receptor acoplado a proteina G nativo para provocar una
respuesta celular acoplada a proteina G. Un ejemplo es acetilcolina.

"Molécula pequeia sintética, "ligando de molécula pequefa sintética", "ligando sintético", y "agonista sintético" y
similares se usan indistintamente en el presente documento para expresar cualquier compuesto preparado de
manera exogena por medios naturales o quimicos que pueden unirse dentro de los dominios transmembrana de un
receptor acoplado a proteina G o receptor acoplado a proteina G modificado (es decir, RASSL) y facilitan la
activacion del receptor y activacion concomitante de una familia deseada de proteinas G.

"Transformacién" significa un cambio genético transitorio o permanente inducido en una célula tras la incorporacion
de nuevo ADN (es decir, ADN exodgeno para la célula). Cuando la célula es una célula de mamifero, un cambio
genético permanente se consigue generalmente mediante la introduccién del ADN en el genoma de la célula.

"Promotor" significa una secuencia de ADN minima suficiente para dirigir la transcripcion de una secuencia de ADN
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a la que esta operativamente unida. "Promotor" pretende abarcar también aquellos elementos promotores suficientes
para la expresion génica dependiente de promotor controlable para agentes especificos de tipo celular, especificos
de tejido o inducibles por sefales externas o agentes; dichos elementos pueden estar ubicados en las regiones 5' o
3' del gen natural.

Variantes de acidos nucleicos

Los expertos en la materia entenderan que variantes funcionales derivadas de las secuencias comentadas en el
presente documento (véase la SEQ ID 1 en el anexo de secuencias) anteriormente pueden emplearse igualmente en
la presente invencion.

Derivados funcionales preferidos del agente incluyen proteinas que pueden comprender mutaciones (con respecto al
tipo natural) que no obstante no alteran la actividad del agente. De acuerdo con la presente invenciéon, cambios
adicionales preferidos en el agente se conocen cominmente como sustituciones "conservadoras" o "seguras". Las
sustituciones de aminoacidos conservadoras son aquellas con aminoacidos que tienen propiedades quimicas
suficientemente similares, con el fin de conservar la estructura y la funcién biolégica del agente. Es evidente que
inserciones y deleciones de aminoacidos pueden realizarse también en las secuencias definidas anteriormente sin
alterar su funcién, en particular si las inserciones o deleciones implican solamente unos pocos aminoacidos, por
ejemplo menos de ten y preferentemente menos de cinco, y no eliminan o desplazan aminoacidos que son criticos
para la confirmacion funcional del agente. La bibliografia proporciona muchos modelos en los que la seleccion de
sustituciones de aminoacidos conservadoras pueden realizarse basandose en estudios estadisticos y fisicoquimicos
sobre la secuencia y/o la estructura de una proteina natural.

Se apreciara por el técnico experto que derivados funcionales del aminoacido, y secuencias de acido nucleico,
desvelados en el presente documento, pueden tener una secuencia que tiene al menos el 30 %, preferentemente el
40 %, mas preferentemente el 50 %, e incluso mas preferentemente, el 60 % de identidad de secuencia con las
secuencias de aminoacidos/polipéptido/acido nucleico de cualquiera de las secuencias a las que se hace referencia
en el presente documento. Una secuencia de aminoacidos/polipéptido/acido nucleico con una identidad superior a
preferentemente el 65 %, mas preferentemente el 75 %, incluso mas preferentemente el 85 %, e incluso mas
preferentemente el 90 % con cualquiera de las secuencias a las que se hace referencia, también se prevé.
Preferentemente, la secuencia de aminoacidos/polipéptido/acido nucleico tiene el 92 % de identidad, incluso mas
preferentemente el 95 % de identidad, incluso mas preferentemente el 97 % de identidad, incluso mas
preferentemente el 98 % de identidad y, lo mas preferentemente, el 99 % de identidad con cualquiera de las
secuencias a las que se hace referencia.

En cada caso, el receptor modificado conservara las propiedades en los términos definidos anteriormente por
ejemplo actividad celular dirigida en presencia del agonista, pero no el ligando natural.

El calculo de identidades en porcentaje entre diferentes secuencias de aminoacidos/polipéptido/acido nucleico puede
llevarse a cabo tal como sigue. Un alineamiento multiple se genera en primer lugar por el programa ClustalX
(parametros por parejas: abertura de hueco 10,0, extension de hueco 0,1, matriz de proteina Gonnet 250, matriz de
ADN IUB; parametros multiples: abertura de hueco 10,0, extension de hueco 0,2, secuencias divergentes de retardo
30 %, peso de transicién de ADN 0,5, matriz negativa desactivado, matriz de proteina serie Gonnet, peso de ADN
IUB; parametros de hueco de proteina, penalizaciones especificas de residuo activado, penalizaciones hidrofilas
activado, residuos hidréfilos GPSNDQERK, distancia de separaciéon de huecos 4, separaciéon de huecos final
desactivado). La identidad en porcentaje se calcula entonces a partir del alineamiento multiple como (N/T)*100,
donde N es el numero de posiciones en las que las dos secuencias comparten un residuo idéntico, y T es el nimero
total de posiciones comparadas. Como alternativa, la identidad en porcentaje puede calcularse como (N/S)*100
donde S es la longitud de la secuencia mas corta que se estd comparando. Las secuencias de
aminoacidos/polipéptido/acido nucleico pueden sintetizarse denovo, o puede ser una secuencia de
aminoacidos/polipéptido/acido nucleico natural, o un derivado de las mismas.

Debido a la degeneracion del codigo genético, es evidente que cualquier secuencia de acido nucleico podria variarse
o cambiarse sin afectar sustancialmente la secuencia de la proteina de agente codificada de ese modo, para
proporcionar una variante funcional de la misma. Variantes de nucleétido adecuadas son aquellas que tienen una
secuencia alterada por la sustitucion de diferentes codones que codifican el mismo aminoacido dentro de la
secuencia, produciendo asi un cambio silencioso. Otras variantes adecuadas son aquellas que tienen secuencias de
nucledtidos homologas pero que comprenden todas, o partes de, las secuencias que se alteran mediante la
sustitucién de diferentes codones que codifican un aminoacido con una cadena lateral de propiedades biofisicas
similares con respecto al aminoacido que sustituye, para producir un cambio conservador. Por ejemplo, aminoacidos
hidréfobos, no polares pequefios incluyen glicina, alanina, leucina, isoleucina, valina, prolina y metionina.
Aminoacidos hidréfobos, no polares grandes incluyen fenilalanina, triptéfano y tirosina. Los aminoacidos neutros
polares incluyen serina, treonina, cisteina, asparagina y glutamina. Los aminoacidos cargados positivamente
(basicos) incluyen lisina, arginina e histidina. Los aminoacidos cargados negativamente (acidos) incluyen acido
aspartico y acido glutamico.
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Todos los subtitulos en el presente documento se incluyen solo por comodidad, y no deben interpretarse como que
limitan la divulgacion de ninguna manera.

La invencion se describira ahora adicionalmente con referencia a las siguientes Figuras y Ejemplos no limitantes.
Otras realizaciones de la invencion se les ocurriran a los expertos en la técnica a la luz de estas.

Figuras (de ref. 26)

Fig. 1. Silenciamiento quimico-genético de convulsiones inducidas por pilocarpina. (a) Espectros de EEG
de ondiculas de Morlet de una rata a la que se ha administrado pilocarpina intracortical (tiempo 0), o bien con
vehiculo intraperitoneal (parte superior) o CNO (parte inferior). (b) Segmento de EEG de (a, parte superior), que
muestra picos simples (SS), picos complejos (CS) y pases de actividad de frecuencia intermedia (IF) (expandido
a continuacion). (c) Convulsiones de comportamiento correlacionadas con EEG. La actividad de SS se asocio
con convulsiones no motoras (puntuacion de gravedad 0) o espasmos de extremidad, cabeza o cuerpo
(puntuacién 1), mientras que la IF se asocié con sacudidas de cabeza o cuerpo repetitivas (puntuacion 2) o
encabritamiento, locomocién retrégrada y convulsiones generalizadas (3). Seiscientos intervalos de 4 s
consecutivos por rata se evaluaron en tres ratas (enumeradas 1-3). (d) Deteccion de actividad de frecuencia
intermedia (IF) mediante transformacion de Fourier: Transformada de Fourier (derecha) de segmentos de EEG
en una rata que muestra o bien actividad de SS (negro) o bien IF (rojo) (dos periodos de 5 s mostrados a la
izquierda) inducida por pilocarpina. La transformada de Fourier de IF muestra un pico alrededor de 7 Hz (y un
armonico a 14 Hz). (e) Evolucion temporal de la frecuencia de pico (izquierda), potencia 4-14 Hz (centro), y
numero de pases de IF (derecha), en ensayos en vehiculo (rojo) y CNO (azul) (intervalos de 10 min consecutivos
antes (-10-0 min) y después de inyeccion de pilocarpina y vehiculo/CNO). N=6 ratas (10 parejas de ensayos,
promediadas entre ratas cuando se repite, los datos se muestran como mediate.e.m.). (f) Mismos datos que en
e, pero representados como parametros de convulsiones electrograficos acumulativos (frecuencia, potencia,
numero de acontecimientos de IF), comparando vehiculo frente a CNO para cada animal (indicado por color).
Los simbolos indican parametros acumulativos consecutivos a intervalos de 10 min. La linea de 45 grados (gris)
indica la equivalencia de CNO y vehiculo.

Fig. 2. Silenciamiento quimico-genético de convulsiones inducidas por picrotoxina. (a) Espectros de
potencia de ondiculas de Morlet de EEG en un animal al que se ha inyectado picrotoxina en el tiempo 0 (1 mm
por debajo de pia, 10 mM, 300 nl), junto con vehiculo intraperitoneal (parte superior) o 1 mg ml-1 de CNO en
vehiculo (parte inferior) en dias consecutivos. (b) Actividad de EEG. Parte inferior, secciones expandidas de los
tiempos indicados (duracion 2 s) que muestran actividad de SS, CS y IF. (c) Las convulsiones motoras fueron
mas graves en asociacion con la actividad de IF que con la actividad de SS, e intermedias con la actividad de CS
(escala de gravedad tal como en la Fig. 2c). Seiscientos intervalos de 4 s consecutivos por rata se evaluaron en
tres ratas (enumeradas 1-3). (d) Transformada de Fourier (derecha) de trazados de 5 s visualizados (izquierda,
centro) que contienen actividad de SS (negro) y de IF (4-14 Hz, pico alrededor de 11,5 Hz; rojo) inducida por
picrotoxina. (e) Evoluciéon temporal de la frecuencia de pico (izquierda), potencia 4-14 Hz (centro), y nimero de
pases de IF (derecha), en ensayos en vehiculo (rojo) y CNO (azul) (intervalos de 10 min consecutivos antes (-10-
0 min) y después de inyeccion de picrotoxina y vehiculo/CNO). N=5 ratas (12 parejas de ensayos, promediadas
entre ratas cuando se repite, mediate.e.m.). (f) Mismos datos que en e, pero representados como parametros de
convulsiones electrograficos acumulativos para cada animal como en la Fig. 2e.

Fig 3. Silenciamiento quimico-genético de epilepsia neocortical focal inducida por toxina tetanica. (a)
Trazados de EEG de muestras de un animal inyectado con toxina tetanica, que muestra la actividad inicial (1) y
cuatro tipos de actividad epileptiforme: "acontecimientos largos de baja amplitud” (2), " acontecimientos cortos de
alta amplitud” (3), "acontecimiento largo de alta amplitud" (4), y "alta amplitud mas picos intermitentes” (5). (b-d)
Comparacion por parejas de la frecuencia de acontecimientos epileptiformes (b), linea de costa (c) y potencia de
alta frecuencia (d) entre ensayos con vehiculo y CNO. N=6 ratas; 15 parejas de ensayos, promediado dentro del
animal cuando se repitid. Las barras naranjas indican la disminucion (%, eje derecho), cuando era significativo
(prueba de Wilcoxon; P<0,05).

Fig. 4. | Expresion y tolerabilidad de HA-hM4Di-mCitrina. (a) Expresion de HA-hM4Di-mCitrina en capas mas
profundas de la corteza motora primaria derecha (M1), visualizado con anticuerpo anti-HA. Escala, 100 um. (b)
Colocalizacion de CamKIl a-HA-hM4Di-mCitrina, visualizado con anticuerpos anti-HA (izquierda) y anticuerpos
anti-CamKlla (centro), y ambos anticuerpos (derecha). Escala, 20 um. (c) Coordinacion motora con (derecha) y
sin (izquierda) inyeccion intraperitoneal de CNO en ratas que reciben inyeccion de placebo (barra izquierda) o
HA-hM4Di-mCitrina en M1 derecha (barras centrales y derechas). Fallos de pie para la extremidad superior
izquierda (contralateral con respecto a HA-hM4Di-mCitrina) se compararon con la extremidad superior derecha
(ipsilateral) (prueba de la t para datos emparejados) y con fallos de pie de la extremidad superior izquierda de
animales inyectados con placebo (prueba de la t no emparejados; mediate.e.m., n=5 operadas con placebo y 7
ratas inyectadas con hM4). NS: P>0,05.

Fig 5. Mapa de vector viral (AAV) en (plasmido: 5421-8155 pb) usado para administrar hM4Di, como se
explica en los ejemplos a continuacion.
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Ejemplos

Ejemplo 1 - demostracién de terapia quimica-genética en un modelo de epilepsia

Introduccioén y vision de conjunto

Se ha demostrado un enfoque quimico-genético combinado para conseguir la supresion localizada de excitabilidad
neuronal en un foco de convulsiones, usando expresion viral de un DREADD (Designer Receptors Exclusively
Activated by Designer Drugs). Neuronas transducidas con un DREADD no se ven afectadas en principio en ausencia
del ligando selectivo, y neuronas no transducidas se ven afectadas solamente cuando el ligando esta presente,
evitando de este modo la alteracion permanente de sus propiedades (70).

Se seleccionod el receptor muscarinico humano acoplado a Gi modificado por ingenieria genética hM4Di, que se ha
sensibilizado al metabolito oralmente biodisponible y normalmente inerte de clozapina, clozapina-N-6xido (CNO) (11,
12). Cabe destacar que, hM4Di es relativamente insensible a acetilcolina, el agonista endégeno del receptor original.
La activacién de hM4Di conduce a la apertura de los canales de potasio de rectificacion interna abiertos por proteina
G, dando como resultado la hiperpolarizacién de membrana e inhibicién neuronal (11).

La administracion sistémica de CNO suprimié convulsiones focales provocadas por dos quimioconvulsivos
diferentes, pilocarpina y picrotoxina. CNO tuvo también un efecto anticonvulsivo robusto en un modelo crénico de
epilepsia neocortical focal. La atenuacion de convulsiones quimico-genéticas proporciona un enfoque novedoso para
tratar epilepsia focal intratable mientras se minimiza el trastorno de la funcién de circuito normal en regiones
cerebrales no transducidas o en ausencia del ligando especifico.

Materiales y métodos

Virus adenoasociado de serotipo 5 que contiene un casete de Camk2a-HA-hM4D(Gi)-IRES-mCitrina proporcionado
por Dr. Bryan Roth (Universidad de Carolina del Norte) 12 se obtuvieron del UNC Vector Core a una concentracion
de 8x10 unidades infecciosas (Ul)/ml. Para experimentos de control se inyecté un virus similar que expresaba el
silenciador optogenético ArchT en lugar del silenciador quimico-genético hM4Di (AAV5-Camk2a-ArchT-GFP).

Cirugia estereotactica. Los experimentos con animales se realizaron de conformidad con la Ley de 1986 (Métodos
Cientificos con Animales). Ratas Sprague-Dawley macho (6 -12 semanas de edad, 263-325 g) se anestesiaron
usando isoflurano y se colocaron en un marco estereotactico (Kopf, CA). Se inyectaron 1,5 pl de virus AAV5 que
expresa hM4Di a una velocidad de 100 nl/min en la capa 5 del area de extremidad superior de corteza motora
primaria derecha (coordenadas, 2,2 - 2,4 mm lateral y 1,0 mm anterior del bregma a una profundidad de 1,0 mm con
respecto a la pia; en algunas ratas la mitad del volumen en cada caso se deposité a 1,1y a 0,7 mm desde la pia). Un
transmisor de EEG (A3019D, Open Source Instruments (713)) se implanté por via subcutanea con un electrodo de
registro intracraneal subdural situado por encima del sitio de inyeccion. Un electrodo de referencia se implanté en el
craneo contralateral. Para inyecciones secuenciales de quimioconvulsivos se implantd una guia de canula de teflon
(C313GT/SP, PlasticsOne) por encima del sitio de inyeccion. Para experimentos de epilepsia crénica, se inyectaron
12 - 16 ng de toxina tetanica (obsequio de Dr G. Schiavo) junto con virus AAV5 que expresa hM4Di en un volumen
final de 1,6 - 1,8 yl. Los animales se alojaron por separado en jaulas Faraday y se registraron EEG continuamente
durante hasta 8 semanas después de la cirugia.

Modelos de convulsiones. Pilocarpina (5 M es salino estéril) o picrotoxina (10 mM en DMSO 10 %/salino estéril) se
inyectaron a través de la guia de canula de teflén implantada previamente 17 - 52 dias después de la inyeccion de
hM4Di AAV. El volumen inyectado se ajustd entre 200 y 900 nl para pilocarpina y 100 - 600 nl para picrotoxina,
guiado por la gravedad de las convulsiones resultantes en cada animal, y se mantuvieron constantes entre ensayos
con CNO y vehiculo emparejados. CNO (1 mg/kg, diluido 1 mg/ml en DMSO al 1 %/vehiculo de salino) o vehiculo
solo se inyectaron por via intraperitoneal inmediatamente después de la infusion convulsiva. Las puntas-ondas se
desarrollaron en el plazo de 5 minutos de inyeccién quimioconvulsiva.

Modelo de epilepsia. TeTx (12 - 16 ng) inyectado en una suspension con el virus que expresa hM4Di (véase
anteriormente), provoco acontecimientos de alta frecuencia (70 - 160 Hz) que duraban normalmente menos de 1
segundo, que comenzaban en el plazo de 4 dias. Tales acontecimientos se produjeron durante al menos 8 semanas
después de la inyeccion, pero su frecuencia varié de dia en dia, y también dependiendo de la hora del dia. Por lo
tanto, se emparejaron ensayos de CNO/vehiculo de acuerdo con la hora del dia, y se fijé un criterio de que al menos
2 acontecimientos por hora se hubieran producido en promedio durante las 4 horas anteriores a las primeras
inyecciones de CNO o vehiculo para que el ensayo se incluyera en el conjunto de datos. El orden de ensayos de
CNO vy de vehiculo emparejados se aleatorizd. Vehiculo (1 % de DMSO/salino) o CNO (1 mg/kg en DMSO/salino) se
inyectd dos veces en intervalos de 2 horas, y se analizaron periodos que duraban 3,5 horas después de la primera
inyeccion.

Analisis de EEG. Se registraron EEG y se procesaron usando la herramienta Neuroarchiver (Open Source
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Instruments) e IgorPro (Wavemetrics, Inc). El trazado se centré alrededor de 0 V restando el promedio. Artefactos
cortos (< 100 ms), de amplitud alta ("problemas técnicos") detectados por el umbral y periodos con fallo de
transmisién se eliminaron. La secuencia de comandos Igor "UnipolarPeakAreas.ipf' se usd para detectar
desviaciones negativas individuales (puntas-ondas), y secuencias de comandos adaptadas en Igor extrajeron su
frecuencia asi como la linea de costa y la potencia del trazado. La linea de costa se determin6 como la suma de la
diferencia absoluta entre puntos sucesivos. Las épocas de EEG se exportaron también en Labview (National
Instruments) para calcular los espectros de potencia de ondiculas de Morlet.

Para establecer una correlacion entre diferentes tipos de patrones de EEG y comportamiento, se compararon
registros de video continuos con trazados de EEG. Puntas-ondas sencillas o complejas se contaron individualmente
(mediante desviacion), pero los episodios de frecuencia intermedia continua y coherente y actividad se contaron
como un acontecimiento por episodio. Se clasificaron las convulsiones motoras en una escala de gravedad tal como
sigue: 0 (sin convulsién motora obvia), 1 (espasmos de articulacion superior contralateral), 2 (sacudidas repetidas de
extremidad superior, cabeza o cuerpo), 3 (sacudidas de todo el cuerpo, arqueos y encabritamiento a veces
acompanados de caminar hacia atras).

Recuento automatizado de acontecimientos epileptiformes. Para acontecimientos epilépticos inducidos por
toxina tetanica, el acortamiento de acontecimiento se explica en la ref. (7). Una descripcion mas completa del
algoritmo de deteccion de convulsiones con cédigo fuente se encuentra disponible en: hitp://www.open-
sourceinstruments.com/Electronics/A3018/Seizure_Detection.htmi#Simil arity% 200f%20Events. Oscilaciones de
frecuencia intermedia (IF) provocadas por picrotoxina o pilocarpina se detectaron usando la transformada de Fourier
rapida de segmentos de EEG de 3 segundos en el intervalo de 5 - 14 Hz (véase también la Fig. 1d). La ventana de 3
segundos se movio a lo largo del trazado en etapas de 1 segundo. Los acontecimientos de IF se definieron como
periodos en los que la magnitud de pico entre 5 - 14 Hz superaba un umbral de 20 - 45 mV, dependiendo de la
intensidad global de la actividad. Los umbrales se mantuvieron constantes dentro de cada pareja emparejada de
ensayos de CNO/vehiculo.

Analisis estadistico Pruebas de la t para datos emparejados o pruebas de Wilcoxon se realizaron segun fue
apropiado usando SPSS 20 (IBM). Para modelos de convulsiones, el tiempo experimental se dividié hasta en p
periodos de 10 minutos incluyendo los 10 minutos antes de la inyeccion asi como siete periodos de 10 minutos
consecutivos tras la inyeccion.

Analisis de fluorescencia e inmunohistoquimicos. Se extirparon los cerebros y se dejaron en 4 % de PFA/PBS
durante 3-7 dias a 4 °C y entonces se lavaron en PBS. Se realizaron cortes frontales (50 y 100 um de espesor) en
un cortador vibratorio y se examinaron para determinar la expresion de mCitrina natural justo después de cortar para
cada rata, contribuyendo al conjunto de datos. Algunos de los cortes de 50 ym se procesaron adicionalmente: Se
permeabilizaron en PBS, 0,15 % de Triton X-100 durante 20 minutos, se bloquearon con 10 % de suero de caballo
(Vector Labs) durante una 1 hora en un agitador, y se incubaron durante 2 dias en anticuerpos primarios frente a
CaMKlla (conejo, 1:500, Epitomics/Abcam), y hemaglutinina (HA; ratén, 1:1000, Covance). Después de tres lavados
adicionales en PBS (10 min), las secciones se incubaron en anticuerpos secundarios (1:500, Invitrogen, se marcaron
con Alexa-488, y Alexa-546) durante la noche a 4 °C, se lavaron en PBS de nuevo (4 veces, 10 min) y se montaron
en Vectashield (Vector Labs). Se obtuvieron imagenes con un microscopio confocal a un aumento de 25x del
objetivo y amplificacion digital 3x.

Resultados
Silenciamiento quimico-genético de convulsiones agudas inducidas por pilocarpina

Para someter a prueba la capacidad del DREADD para modificar la actividad convulsiva, se inyecté un virus
adenoasociado que codifica hM4Di bajo el promotor de CaMk2A (AAV5-CaMKlla-HA-hM4D(Gi)IRES-mCitrina) en el
area de extremidad superior de la corteza motora primaria (M1) de ratas de 263 - 325 g con anestesia con isoflurano.
Al mismo tiempo se implanté una guia de canula de teflon (Plastics1) por encima del sitio de inyeccion para permitir
la administracion de quimioconvulsivos, y un transmisor subcutaneo (Open Source Instruments, Inc.) con el
conductor activo superpuesto a M1 para el registro inalambrico de EEG. El transmisor muestrea el EEG a 512 Hz
continuamente durante varias semanas (13). La expresion de hM4Di (fig. 4) no tuvo efectos perceptibles sobre el
comportamiento o uso de extremidades, y se confirmé mediante microscopia de fluorescencia para todas las ratas
sacrificadas después de 3-20 semanas.

En primer lugar se examinaron convulsiones provocadas de forma aguda mediante inyeccion de quimioconvulsivo en
la capa 5 de la corteza motora 17 - 52 dias tras inyeccion de hM4Di AAV. Pilocarpina (200 - 900 nl, 5 M) inyectada a
través de la guia de canula implantada (1,6 -2,0 mm desde la pia) provoco desviaciones de punta-onda de amplitud
grande a una frecuencia entre 0,5 y 2 Hz, empezando en el plazo de 5 minutos de inyeccién y durando entre 45 y 90
minutos (Fig. 1a,b). Los complejos punta-onda o bien tenian un uUnico pico negativo (puntas "simples", SS) o
presentaban uno o mas hombros (poli-punta-ondas o puntas "complejas”, CS; Fig. Ib). Se intercalaron con pases de
descargas de frecuencia intermedia (IF) (5 - 12 Hz) que duraban 0,2 - 12 segundos, que normalmente tenian una
amplitud mas pequefia (Fig. 1b). Las descargas de IF estaban correlacionadas con convulsiones motoras en el
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extremo mas alto de una escala de gravedad. Esta oscilaba desde convulsiones motoras breves (puntuacion de
gravedad 0), hasta espasmos de cabeza o cuerpo (puntuacion 1), sacudidas repetidas de cabeza o cuerpo
(puntuacion 2), hasta encabritamiento, locomocién retrégrada y convulsiones generalizadas (puntuacion 3) (Fig. 1c).
Se uso por lo tanto la potencia de EEG en una banda de frecuencia solapante (4 - 14 Hz) como marcador sustituto
para evaluar el efecto anticonvulsivo de la activaciéon de hM4Di.

Se intercalaron aleatoriamente experimentos en dias alternos en los que se administré6 o bien CNO (1 mg/kg en
DMSO/vehiculo de salino) (72), o vehiculo solo, mediante inyeccion intraperitoneal inmediatamente después de
infusién de pilocarpina neocortical focal. En ensayos de CNO, se redujeron sustancialmente las convulsiones tanto
electrograficas como motoras (14 parejas de ensayos en 6 ratas). Pruebas de la t de datos emparejados que
comparaban o bien la frecuencia media de desviaciones negativas en el EEG, la potencia media 4 - 14 Hz, o el
numero de pases de IF que se correlacionan con convulsiones motoras graves (Fig. 1c), revelaron una disminucion
significativa para una mayoria de los depésitos de 10 min consecutivos usados para analizar datos (Fig. 1e, f).

Silenciamiento quimico-genético de convulsiones agudas inducidas por picrotoxina

CNO suprimié profundamente las convulsiones desencadenadas por pilocarpina. Sin embargo, la interpretacion de
este efecto anticonvulsivo se confunde potencialmente por un solapamiento de cascadas de sefalizacién aguas
abajo de pilocarpina que actian sobre receptores muscarinicos y CNO que actia sobre hM4Di (74). Se someti6 a
prueba por lo tanto un segundo anticonvulsivo, el bloqueador de receptores de GABAA picrotoxina. La inyeccion de
picrotoxina en la corteza motora primaria (100 - 600 nl, 10 mM) provocd también convulsiones electrograficas y
motoras. Aquellas fueron similares en la duracion global, composicién de punta-onda y complejos de IF, y
equivalentes de comportamiento (Fig. 2a-c) con las convulsiones provocadas por pilocarpina. Entras las diferencias
minoritarias, el estallido electrografico se activd y desactivd mas bruscamente y las "puntas complejas” podrian
presentar multiples (2-6) puntas que se suceden a alta frecuencia (Fig. 2b). Cuando CNO se administré6 mediante
inyeccion intraperitoneal inmediatamente después de picrotoxina focal, las descargas electrograficas se atenuaron
de nuevo (Fig. 2e, f; 12 parejas de ensayos en 5 ratas). Esto fue marcado especialmente por la actividad de IF (Fig.
2f), que se correlacionaba con convulsiones motoras mas graves (Fig. 2c).

Se cuestiond si los efectos fuera de objetivo de CNO independiente de hM4Di podrian explicar su efecto
anticonvulsivo. Las ratas a las que se inyecté un virus analogo que expresaba el actuador optognético ArchT en
lugar de hM4Di experimentaron el mismo protocolo experimental que se describe anteriormente, usando inyeccion
intracortical local de o bien pilocarpina (12 parejas de ensayos, 6 ratas) o bien picrotoxina (9 parejas de ensayos, 5
ratas). No se observaron diferencias significativas entre ensayos con vehiculo y CNO en ninguna de las tres
mediciones de gravedad de convulsiones.

Silenciamiento quimico-genético de epilepsia neocortical focal inducida por toxina tetanica

La activacion de hM4Di con CNO es por lo tanto eficaz en dos modelos quimioconvulsivos. Suprime también
convulsiones espontaneas en epilepsia establecida? Se regres6 al modelo de toxina tetanica de epilepsia cronica
(15, 16), que responde escasamente a farmacos antiepilépticos y se asemeja a la epilepsia humana parcial continua
(17). Este modelo se caracteriza mediante varias caracteristicas de EEG, incluyendo potencia de alta frecuencia
aumentada (120 - 160 Hz), linea de costa aumentada (diferencia acumulativa entre puntos sucesivos sobre el EEG),
y la aparicion de breves estallidos de actividad de EEG de alta frecuencia que puede detectarse mediante un
clasificador de acontecimientos automatizado (7) (Fig. 3a). (Se limit6 la dosis de toxina tetanica por consideraciones
de bienestar animal, y de este modo convulsiones motoras se produjeron raramente durante el experimento agudo).

Aunqgue la semivida de CNO en ratas no se ha medido de manera sistémica, afecta a neuronas transducidas con
hM4Di o su analogo excitador hM4Dq durante al menos 90 minutos (712, 18, 19), y se aclara totalmente en el plazo
de 12 horas de administracion de su precursor clozapina (20). Se evaluaron por lo tanto marcadores electrograficos
de epilepsia durante una ventana de 3,5 horas comenzando con la primera de dos inyecciones intraperitoneales de o
bien CNO o bien vehiculo, con la segunda inyeccion a las 2 horas. La evaluacién se repitié entonces 24 horas mas
tardes, cambiando el vehiculo y CNO, para permitir la depuracion del agonista, y para controlar la variabilidad diurna
en la frecuencia de convulsiones (Fig. 3b - d, 15 parejas de ensayos en 6 ratas). Las tres mediciones de epilepsia
(frecuencia de estallidos epileptiformes, linea de costa, y potencia de alta frecuencia) se atenuaron
significativamente mediante CNO en comparacién con vehiculo (P = 0,028, prueba de Wilcoxon; n = 6).

Anadlisis

Este estudio muestra que la quimica-genética puede usarse para atenuar las convulsiones a demanda. La
transduccion con hM4Di no tiene efecto sobre la excitabilidad neuronal en ausencia de su ligando especifico CNO
(10-12), y asi, este enfoque evita el riesgo tedrico de terapias génicas disefiadas alrededor de la sobreexpresion
permanente de canales de iones, receptores de neurotransmisores o neuropéptidos. Su especificidad temporal no
coincide con la de la optogenética (ref. (7-9)) porque la duracién del efecto esta dictada por la semivida de CNO, que
se ha estimado en seres humanos a las 7 - 8 horas (27). Sin embargo, la quimica-genética evita la necesidad de
dispositivos invasivos y biocompatibles para administrar luz al area cerebral transducida proxima al foco de
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convulsiones. Por otra parte, puede seleccionarse como objetivo un area relativamente grande, que no esta limitada
por la absorcion de luz. En cambio, CNO puede administrarse sistémicamente.

Se observd una reduccion significativa en la gravedad de las convulsiones en el plazo de 10 minutos de la
administracion de CNO (Fig. 1e, 2e), muy por debajo del instante de 30 minutos que habitualmente define el estado
epiléptico. Muchos pacientes con epilepsia resistente a farmacos tienen convulsiones que van precedidas de auras
premonitorias, racimo o se producen durante momentos predecibles (por ejemplo epilepsia catamenial), y de hecho
pueden beneficiarse de tal silenciamiento quimico-genético.

Una aplicacion potencial adicional de la quimica-genética para la epilepsia es someter a prueba la hipétesis de que
la alteracion continuada de excitabilidad neuronal durante un periodo fijo pueda "reiniciar" los circuitos epileptdgenos
en algunas circunstancias, provocando una reduccion persistente en las convulsiones que dure mas que la
administracion del ligando. La reversibilidad, junto con la especificidad regional y de tipo de célula de la genética
quimica, distingue este enfoque de moléculas pequeias disponibles o terapias génicas basadas en la expresion de
canales de iones u otras moléculas de sefalizacion.

En conclusion, se ha mostrado que la quimica genética puede conseguir atenuacion especifica de region y de tipo
celular de excitabilidad neuronal con el fin de suprimir convulsiones.

Anexo de secuencias

Archivo del banco de genes correspondiente a
Figura 5 (mapa de vector viral (AAV) en (plasmido: 5421-8155 pb) usado para administrar hM4Di):

LOCUS pAAV CaMKITIa HA 8157 pb ADN-bc circular 28-
COMENTARIO ApEinfo:metilado:l
CARACTERISTICAS Ubicacién/Modificadores
misc-feature 4286..4873
/vntifkey="21"
/etiqueta=WPRE
4902..5380
/vntifkey="21"
/etiqueta=hGH\PoliA
156..1448
/vntifkey="21"
/etiqueta=CAMKIIa\ (3.1)

misc-feature

misc-feature

misc-feature 1..141
/vntifkey="21"
/etiqueta=L-ITR
5420..5560
/vntifkey="21"

/etiqueta=R-ITR

misc-feature

misc-feature 5652..5958
/vntifkey="21"
/etiqueta=F1\Origen
misc-feature 6477..7334
/vntifkey="21"
/etiqueta=AmpR
misc-feature 7485..8155
/vntifkey="21"
/etiqueta=pUC\Ori
misc-feature 1469..4259
/vntifkey="21"
/etiqueta=HA-hM4D-IRES-mCitrina
ORIGEN
1 cctgecaggea gotgegeget cgcetegetcea ctgaggocege cocgggeaaag cecgggeghe
61 gggcgacctt tggtegeccyg gectcagtga gegagegage gegcagagag ggagtggceca
121 actccatcac taggggttcce tgeggecgca cgceghbttaac attatggect taggtcactt
181 catctccatg gggttcttcet totgatttte tagaaaatga gatgggggtg cagagagett
241 ccteagtgac ctgceccaggg tcacatcaga aatgtcagag ctagaacttg aactcagatt
3C1 aclaalcbtla aatlccalgce cligggggca bgcaagtacg atalacagaa ggaglgaacl
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362
427
487
54°
502
66 L
722
7%
84°
90z
96L
1022
108C
11472
1207
1262
1322
1382
1442
1502
1562
1622
1687
1747
18062
1862
1922
1982
2047
2102
2162
2227
2282
2347
240°
2462
2527
2587
2647
2762
2762
282L
2882
2947
300
306
312
3182
3247
3302
336
3427

catlagggca
ccacccgoco
agtcctacct
cttecatggtc
coctgetgete
tctgggtctyg
daaaagcagy
aattcccaga
tgaattagct
ctgtetette
alcccagaal
tcocatcocyg
gatcacttgt
tgggggaaca
ggccagggea
taccgggygca
cgaaggelcg
gl.caagccygg
ggggcagele
cgetatggoec
cacgtcatca
aggctecoctyg
caacaggcag
catcataggc
cctgggeges
cgtcatgaac
claccelges
gtccttecgtg
ggtgcccgac
agcecattgcet
cctggecagt
caagacgctg
cggggeggces
gctgecaceyg
caglgccace
cacgcocoogac
glecaagal.e
tgtgcctgec
catcgcelege
acgaacgalc
ggtcctgghg
ctggctotygs
ctttaaaaag
gtaggcggceco
gcttggaata
ttggcaatgt
ttteecoctet
tggaagcttc
cacetggcga
cggeacaacs
cctcaageogt
ctgatctggg
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gatgaccaal
agcoctygggh
tgacgggaaqg
cctctgggag
actggtgaca
tttggtactt
Jagagctgga
goaagcaaag
tcecectgtaa
agaggagatg
glggcaccea
tctgttaaza
gcgactaagtt
gogtecactt
aagaggagca
acgggaacaqg
ccaggcelglg
LLctcocogtill
LtagagcgglLa
aactleacac
tcocacaate
agcctggtga
clgcagacaq
gectteotoca
gtggtctgcg
cttcteatca
cogegeacca
ctctgggcge
aaccagtgcet
goottetace
cgragecgag
gccotteoctcea
gcetgggagy
ccaccgcgee
cdagaacacca
atgccegece
cagal.Lygt.ga
acgccggctyg
aaccagghge
Lilgceatlc
aacacchttch
tacgtcaaca
acctteogge
gcgatatcge
aggcegglgl
Jagggccocgyg
cgccaaagga
ttgaagacaa
caggtgeote
ccagtgecac
attcaacazg
gcctoggtgo

gagttlagga
gagtccagcc
cacaagcaga
gatgggtggg
gataggggtyg
cttetcacge
aagaaacaay
aaaccattac
accttagaac
aagttgccayg
ctagccglla
gggccectata
tgttecgecatc
gotococtggge
ggttttaaag
ggcegtttcgy
agcagccaca
gract.cagga
ccggalccgo
ct.gt.caat.gq
gctatgagac
ctatcgtagg
Lcaacaacla
tgaacctcta
acctgtggzst
tcagetttga
ccaagalyggce
ctgccatctt
tcatccagtt
tgectgtggt
tccacaagea
agagcccact
aget.gegcaa
ccgtggctga
aggaacgcesc
ct.ccocel.gza
cygaagcagac
gcatgecgcecoc
graagaagsg
LgctigoatlL
gccagagcehg
graccatcaa
acctgetgot
cocctectacct
gogltlgtcol
aaacctggece
atgcaaggtce
acaacgtctg
tgeggcecaaa
gttgtgagtt
gggctgaagyg
acatgcttta
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aagaagaglc
acgttcacct
aactgggaca
gagagctgtg
agaaagcaga
taaggtggcg
gacagagaca
agagactaca
ccagetgttg
Jgtaactaca
ccalagceaac
gttggaggtg
ccetteteca
ccacacagte
tgaaaggcag
aggtggrtgce
gtgccetgel
Joacgyggeay
caccalglac
cagct.cgggce
ggtggaaatg
caacatcctyg
cLteclatle
caccgtgtac
ggccotggac
cogeotactte
aggcalcalg
gttctggcag
cectgtecaac
catcatgacyg
coggoccgay
aatgaagcag
Lggcaagely
taaggacact
agccacagag

ccgaogggeo
aggcaal.qag
tgcggecaac
gragalggeg
catcolcacc
catccetgac
coetgectge
gtgccagtat
ceceecooceod
alLalgltall
ctgtcttett
tgttgaatgt
tagcgaccct
agccacgtgt
Jgatagttgt
atgcccagaa
catgtgttta

cagggcaggyg
cattatagtt
ggagccccayg
gcagaggcct
cagagtcatt
Jtgtgatatyg
jJaggccaagt
agggggaayy
ccagggeaac
toctgtottt
LgcctellLyg
Jygggaggtag
accccecctcecagy
ctgcagtatt
jJcaggtgttyg
catggggacc
zagaagccce
gogaglggoco
ccalacgalg
aaltcagl.ccg
gtcttecattyg
Jtgatgctgt
agcet.ggegl
atcatcaagg
tgcgtggtga
tgcgtcacca
atlgctgely
tttgtggtag
ccagcagtga
Jtgctgtaca
Jgcccgaagy
agcgtcaaga
Jaggaggcac
tccaatgagt
clglccacca
cLcaacccag
Lglgl.gacay
jtggceccgea
geeecgggage
Lggacgccctl
acggtgtggt
tatgctehgt
cggaacatcyg
taacgttact
Llccaccala
jgacgagcatt
cgtgaaggaa
ttgcaggcag
ataagataca
jJgaaagagtc
ggtaccccat
gtcgaggtta

Lacalctaca
gochetotoc
gagaccaaat
caggaggggc
cegtcageoat
cacaatgget
caaccagacc
gaaggagaga
ggggcaatac
ctcaaggacce
cceccacllaa
gaagagcgat
tacatcaccc
gtgtatataa
gggaggcagt
tggatgctga
aagclcglea
colagti.clyg
Ltccagalla
tgcgect.ggt.
ccacagtgac
ccatcaaggat
gtgclgalel
gctactggec
gcaacgectc
agqeetatceac
cclygggtact
gtaagcggac
ceotttggeac
tecacatcte
agaagaaagc
agcccoccgcoc
cocagccage
ccageteaqq
cagaggocac
ccl.ecagal.g
cual.lL.gagal.
agttcgccag
gcaaagtgac
acaacgtcatl
ccattggceta
gcaacgecac
gcactgccag
ggccgaagcc
Ltgeccogtell
cctaggggtce
gecagttecte
cggaacccoc
cctgcaaagyg
aaatggctct
tgtatgggat
aaaaaacqgtc



3481
3541
3601
3661
3721
3781
3841
3801
3961
4021
4081
4141
42C1
4261
4321
43281
4441
4501
4561
4621
4681
4741
4801
4861
4521
4981
5041
5101
5161
5221
5281
5341
5401
5461
5521
5581
5641
5701
5761
5821
5881
5941
5C0C1
5061
5121
5181
6241
5301
5361
5421
5481
6541

taggccoccea
tggtgagcaa
Jgcgacgtaaa
gcaagclgac
tcgtgaccac
agcacgachL
tcaaggacga
tgaaccgeat
agclggagla
Jcatcaaggt
accactacca
acctgagcta
Lgclggagll
aattcgatat
ctggtattcet
tgtatcatge
tgctgtetet
tglllgctga
ggactttcgc
gctgctggac
calcgloclt
tctgectacgt
ctctgcggec
ccgecteccee
ccecclccceca
cctaataaaa
9L99a99399
ggtctattgg
ctectgagtt
catgaccagqg
caggctggtc
gggatlacag
glgcggaccy
gctecgetege
gcggectcag
ctcottacge
cclgtagegqg
ttgccagege
ccggelltcece
tacggcacct
cctgatagac
tgttccaaac
ttttgcegat
atlLitaacaa
at.gccgcal.a
cttgtctget
gtcagaggtt
tatttttata
ggggaaatgt
cgctcatgag
glallcaaca
ttgctcacas

gaaccacggy
gggcgaggayg
cggcecacaag
cclgaaglle
cttecggctac
clLlcaaglce
cggcaactac
cgagctgaag
caaclacaac
gaacttcaag
gcagaacaca
ccagtccaaa
cglgaccgcee
caagcttate
taactatgtt
tattgctteo
ttatgaggag
cgcaaccccs
tttcccocecte
aggggctegg
LccotLggcelyg
cecectteggee
tcttecocgegt
gcatcgatac
glgcclclee
ttaagttgca
glggltalgga
gaaccaagct
caagcgatte
ctcagctaat
tccaacteoct
gcgtgaacca
ageggeegea
tcactgagge
tgagcgagceg
atctgtgegy
cgcallaagc
cectagegece
ccglcaagel
cgaccccaaa
ggtttttege
tggaacaaca
ttcggectat
aalat lLaacg
gl.l.aagccag
cceggcatee
ttcaccgtca
ggttaatgte
gcgcggaaca
acaataaccc
LLLccglglLe
agaaacgctyg
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gacgtggttt
ctgttcaccyg
ttcageqgtgt
atclgcacca
ggcotgatgt
gecalgceceg
aagacccgcg
gycatcgact
agccacaacg
atccgccaca
coccateggcyg
ctgagcaaaqg
gccecgggateca
gataatcaac
gctectttta
cgtatggcett
ttagtggecceyg
aclggltlggg
cctattgcca
ctgttgggea
ctocgeoclgtyg
ctcaatccag
cttcgectte
cgagcogetge
Lggececlgga
tcattttgtc
gcaaggggcea
ggagtgcagt
tectgectea
Cthtgttttt
aatctcaggt
ctgectcectL
ggaaccccta
cgggogacea
agcgcgcage
tatttcacac
gcggceggglyg
geteettteg
claaatcggg
aaacttgatt
cetttgacgt
ctcaacccta
tggttaaaaa
LtlLacaattL
ccococgacacc
gcttacagac
tcaccgaaac
atgataataa
cctatttgtt
tgataaatgce
gececltatic
gtgaaaqgtaa
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tocctttgaaa
gggtggtgec
ceggcgagyyg
cegygcaagetl
gecttcgeceg
aaggclLacgl
ccgaggtgaa
tcaaggagga
Ltctataleal
acatcgagga
acqggcccogt
accccaacga
cteleggeal
ctctggatta
cgetatgtgg
tcattttcte
ttgtcaggea
gcatlgecac
cggcggaact
ctgacaatte
Lttgccacctig
cggaccttee
gccctecagac
tcgagagatce
agllgccactl
ftgactaggtyg
agl.tgggaag
ggcacaatct
gecteccgaqg
ttggtagaga
gatctaccca
ccclglectL
gtgatagagtl
aaggtcgcce
tgcctgcagg
cgcatacgtc
tgglggttac
ctttaettece
ggclcecceccecltl
tgggtgatgg
tggagtccac
tctecgyggcta
atgagctgat
Lalgglgcac
cgccaacace
aagctgtgac
gcegcgagacy
tggtttetta
tatttttcta
ttcaataata
celitlllge
aagatgctga

aacacgatga
catcctggtc
cgagggegat
gecceglgeec
ctacccecgac
ccaggagege
gttcgaggge
cggcaacata
ggccgacaag
cggcagegtg
gectogctgcec
gaagcgcegat
ggacgagcelg
caaaatttgt
atacgctget
cteocttgtat
acgtggegty
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gaaagattga
ttaatgectt
aaatcctggt
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gggacglccl
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atattatggg
gggectgcgy
caatctccgce
tccaggeatyg
ccatattggc
ccaaattget
agglLaaccac
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ctttgcccgyg
gcggtatttt
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accgclacac
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LtlLaglgetl
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tttaacgcga
atclgelclyg
cccl.gacggg
agctgeatgt
gtgatacgcc
ggcactttte
aatatgtatc
aagagtatga
clLlcclglLlL
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REIVINDICACIONES

1. Un vector que codifica un receptor modificado, y un agonista exdgeno para dicho receptor, para su uso en un
método de tratamiento de un trastorno convulsivo que es epilepsia focal en un paciente que padece dicho trastorno,
tratamiento que comprende:

(a) administrar a dicho paciente dicho vector, en donde el receptor modificado es el receptor acoplado a proteina
G (GPCR) receptor de acetilcolina muscarinico humano My, que se acopla a través de una proteina Gi con un
canal de potasio de rectificacion interna acoplado a proteina G (GIRK)

estando el receptor caracterizado por (i) una sensibilidad disminuida con respecto a su ligando de activacion
enddgeno (ii) una sensibilidad conservada o potenciada con respecto al agonista exégeno,

en cualquier caso en el que el receptor modificado esta codificado por un acido nucleico operativamente unido a
un promotor especifico de tipo de célula neuronal de modo que dicho receptor modificado se expresa en
neuronas de un foco de convulsiones en el cerebro del paciente;

(b) administrar a dicho paciente dicho agonista exégeno,

mediante lo cual la presencia de dicho agonista en el cerebro del paciente activa dicho receptor modificado,
mediante lo cual la activacién de dicho receptor modificado inhibe de manera reversible la excitabilidad de las
neuronas en el foco de convulsiones y la neurotransmision mediante las mismas.

2. Un vector que codifica un receptor modificado para su uso en un método de tratamiento de un trastorno convulsivo
que es epilepsia focal en un paciente que padece dicho trastorno, tratamiento que comprende:

(a) administrar a dicho paciente dicho vector, en donde el receptor modificado es el receptor acoplado a proteina
G (GPCR) receptor de acetilcolina muscarinico humano Ms que se acopla a través de una proteina Gi con un
canal de potasio de rectificacion interna acoplado a proteina G (GIRK)

estando el receptor caracterizado por (i) una sensibilidad disminuida con respecto a su ligando de activacion
enddgeno (ii) una sensibilidad conservada o potenciada con respecto a un agonista exégeno,

en cualquier caso en el que el receptor modificado es codificado por un acido nucleico operativamente unido a un
promotor especifico de tipo de célula neuronal de modo que

dicho receptor modificado se expresa en neuronas de un foco de convulsiones en el cerebro del paciente;

(b) administrar a dicho paciente dicho agonista exégeno,

mediante lo cual la presencia de dicho agonista en el cerebro del paciente activa dicho receptor modificado,
mediante lo cual la activacién de dicho receptor modificado inhibe de manera reversible la excitabilidad de las
neuronas en el foco de convulsiones y la neurotransmision mediante las mismas,

3. Un agonista exdgeno para su uso en un método de tratamiento de un trastorno convulsivo que es epilepsia focal
en un paciente que padece dicho trastorno, tratamiento que comprende:

(a) administrar a dicho paciente un vector que codifica un receptor modificado, siendo el receptor modificado el
receptor acoplado a proteina G (GPCR) receptor de acetilcolina muscarinico humano M4 que se acopla a través
de una proteina Gi con un canal de potasio de rectificacion interna acoplado a proteina G (GIRK)

estando el receptor caracterizado por (i) una sensibilidad disminuida con respecto a su ligando de activacion
enddgeno (ii) una sensibilidad conservada o potenciada con respecto a un agonista exégeno,

en cualquier caso en el que el receptor modificado es codificado por un acido nucleico operativamente unido a un
promotor especifico de tipo de célula neuronal de modo que dicho receptor modificado se expresa en neuronas
de un foco de convulsiones en el cerebro del paciente;

(b) administrar a dicho paciente dicho agonista exégeno,

mediante lo cual la presencia de dicho agonista en el cerebro del paciente activa dicho receptor modificado,
mediante lo cual la activacién de dicho receptor modificado inhibe de manera reversible la excitabilidad de las
neuronas en el foco de convulsiones y la neurotransmision mediante las mismas.

4. Un agonista exdgeno para su uso en un método de tratamiento de un trastorno convulsivo que es epilepsia focal
en un paciente que padece dicho trastorno,

en donde a dicho paciente se le ha administrado previamente un vector que codifica un receptor modificado, siendo
el receptor modificado el receptor acoplado a proteina G (GPCR) receptor de acetilcolina muscarinico humano My
que se acopla a través de una proteina Gi con un canal de potasio de rectificacion interna acoplado a proteina G
(GIRK) que se caracteriza por (i) una sensibilidad disminuida con respecto a su ligando de activacion enddgeno (ii)
una sensibilidad conservada o potenciada con respecto al agonista exdgeno,

en cualquier caso en el que el receptor modificado es codificado por un acido nucleico operativamente unido a un
promotor especifico de tipo de célula neuronal de modo que

dicho receptor modificado se expresa en neuronas de un foco de convulsiones en el cerebro del paciente;
tratamiento que comprende administrar a dicho paciente dicho agonista exdgeno, mediante lo cual la presencia de
dicho agonista en el cerebro del paciente activa dicho receptor modificado,
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mediante lo cual la activacién de dicho receptor modificado inhibe de manera reversible la excitabilidad de las
neuronas en el foco de convulsiones y la neurotransmision mediante las mismas.

5. Un vector para su uso o un agonista para su uso segun se reivindica en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a
4 en donde el agonista exdgeno se administra en el plazo de 30 minutos antes o 24 horas después de que el ser
humano tiene una convulsion epiléptica.

6. Un vector para su uso o agonista para su uso segun se reivindica en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5
en donde el agonista exdgeno se administra automaticamente o bien (i) mediante un dispositivo que esta o bien
acoplado con un mecanismo de deteccion de convulsiones automatizado, o bien (ii) en respuesta a una convulsion
predicha mediante analisis de EEG.

7. Un método para inhibir selectivamente la excitabilidad de neuronas en el cerebro de un mamifero transgénico que
es un modelo de enfermedad no humano de manera especifica de la region y del tiempo, comprendiendo el método
las etapas de:

(a) administrar a dicho mamifero un vector que codifica un receptor modificado, siendo el receptor modificado el
receptor acoplado a proteina G (GPCR) receptor de acetilcolina muscarinico humano M4 que se acopla a través
de una proteina Gi con un canal de potasio de rectificacion interna acoplado a proteina G (GIRK)

estando el receptor caracterizado por (i) una sensibilidad disminuida con respecto a su ligando de activacion
enddgeno (ii) una sensibilidad conservada o potenciada con respecto a un agonista exégeno,

en cualquier caso en el que el receptor modificado es codificado por un acido nucleico operativamente unido a un
promotor especifico de tipo de célula neuronal de modo que

dicho receptor modificado se expresa en dichas neuronas en el cerebro del mamifero;

(b) administrar a dicho mamifero dicho agonista exégeno,

mediante lo cual la presencia de dicho agonista en el cerebro del paciente activa dicho receptor modificado,
mediante lo cual la activacion de dicho receptor modificado inhibe la excitabilidad de las neuronas y la
neurotransmision mediante las mismas.

8. Un vector para su uso, o un agonista para su uso o un método segun se reivindica en una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 7 en donde el GPCR modificado incluye al menos modificaciones en las posiciones 113 y/o 204,
mas preferentemente Y113C/A203G.

9. Un vector para su uso, o un agonista para su uso o un método segun se reivindica en una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 8 en donde el vector es un vector viral que se selecciona opcionalmente de la lista que consiste
en: un vector de adenovirus; un vector adenoasociado; un vector de virus del herpes; un vector de retrovirus; un
vector de lentivirus.

10. Un vector para su uso, o un agonista para su uso o un método segun se reivindica en una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 9 en donde el promotor especifico de tipo de célula neuronal es el promotor de CaMk2A.

11. Un vector para su uso, o un agonista para su uso o un método segun se reivindica en una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 10 en donde el agonista exdgeno es una molécula sintética o un metabolito de la misma, que
opcionalmente tiene un peso molecular de entre 100-1000 Da.

12. Un vector para su uso, o un agonista para su uso o un método segun se reivindica en una cualquiera de las

reivindicaciones 1 a 11 en donde el agonista exdgeno es clozapina-N-6xido, que se administra opcionalmente como
clozapina o el agonista exégeno es perlapina.
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