
ES
 2

 7
84

 6
39

 T
3

11 2 784 639

OFICINA ESPAÑOLA DE
PATENTES Y MARCAS

ESPAÑA

19

Número de publicación:

51 Int. CI.:

A61K 31/55 (2006.01)

A61K 38/17 (2006.01)

A61P 25/08 (2006.01)

C12N 15/64 (2006.01)

12 TRADUCCIÓN DE PATENTE EUROPEA T3

86 Fecha de presentación y número de la solicitud internacional: 06.03.2015 PCT/GB2015/050657

87 Fecha y número de publicación internacional: 17.09.2015 WO15136247

96 Fecha de presentación y número de la solicitud europea: 06.03.2015 E 15709326 (1)
97 Fecha y número de publicación de la concesión europea: 22.01.2020 EP 3116508

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

 Título:54

30 Prioridad:

13.03.2014 GB 201404470

45 Fecha de publicación y mención en BOPI de la
traducción de la patente:
29.09.2020

73 Titular/es:

UCL BUSINESS PLC (100.0%)
The Network Building 97 Tottenham Court Road
London W1T 4TP, GB

72 Inventor/es:

KAETZEL, DENNIS;
WALKER, MATTHEW, CHARLES;
SCHORGE, STEPHANIE y
KULLMANN, DIMITRI, MICHAEL

74 Agente/Representante:

VALLEJO LÓPEZ, Juan Pedro

Aviso:En el plazo de nueve meses a contar desde la fecha de publicación en el Boletín Europeo de Patentes, de
la mención de concesión de la patente europea, cualquier persona podrá oponerse ante la Oficina Europea
de Patentes a la patente concedida. La oposición deberá formularse por escrito y estar motivada; sólo se
considerará como formulada una vez que se haya realizado el pago de la tasa de oposición (art. 99.1 del
Convenio sobre Concesión de Patentes Europeas).



2

DESCRIPCIÓN

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

5
Campo técnico

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

10
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 paroxísticas en el cerebro.

15
La epilepsia afecta hasta el 1 % de la población (más de 50 millones de personas) (1) y es resistente a la terapia 
farmacológica 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, más del 25 % de los pacientes 
siguen teniendo convulsiones que son gravemente perjudiciales para sus vidas.

20
La epilepsia puede ser focal (surgiendo de un área cerebral específica) o generalizada (surgiendo de ambos 
hemisferios). Las personas con epilepsia de presentación focal son especialmente propensas a la 
farmacorresistencia (3). La zona epileptógena en tales casos está con frecuencia restringida a una región pequeña 
que con frecuencia puede estar localizada con técnicas de obtención de imágenes y electrofisiológicas (4). Sin 
embargo, la extirpación quirúrgica del foco de convulsiones puede tratar con éxito solo aproximadamente al 5 % de 25
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, así como para 
arritmias cardiacas, en las que los denominados genes de "silenciamiento eléctrico" se transfieren a células con 30
control sensible de la expresión transgénica. Son ejemplos dados un promotor inducible por ecdisona que impulsa la 
expresión que rectifica por dentro los canales de potasio en vectores adenovirales policistrónicos. Se notifica que 
mientras no se no se ve afectada la actividad eléctrica normal, después de la inducción de la expresión génica se 
suprime la excitabilidad.

35
Además, se ha mostrado que la terapia génica dirigida a la zona epileptógena es eficaz en modelos de epilepsia de 
roedor incluyendo epilepsia neocortical focal (7).

Sin embargo, la administración viral de transgenes que alteran la excitabilidad permanentemente puede deteriorar la 
función esencial de circuitos cerca del foco de convulsiones. Una estrategia atractiva sería suprimir la excitabilidad 40
de circuitos "a demanda" con la detección de una convulsión. Recientemente el progreso en la supresión de 
convulsiones optogenéticas en roedores ha mostrado que esto es, en principio, viable (7-9). Una de las limitaciones 
principales en la transducción clínica es la necesidad de administrar luz de la longitud de onda, intensidad y duración 
apropiadas a la región de neuronas transducidas. Esto necesita la implantación de dispositivos ópticos y padece la 
atenuación fuerte de la luz en el tejido cerebral.45

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

Farrell, Martilias S., y Bryan L. Roth. "Pharmacosynthetics: reimagining the pharmacogenetic approach". Brain 50
research 1511 (2013): 6-20, trata en general la neurosicofarmacología, y el impacto de parejas de ligando sintético-
GPCR en este tipo de farmacología.

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 metodologías para perturbar 55
la actividad y señalización en diferentes tipos celulares in vivo ha comenzado a permitir pruebas directas de los 
papeles causantes de neuronas estriatales en el comportamiento.

Divulgación de la invención
60

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 exógeno 
específico.

65
El receptor que ha sido mutado para hacerlo insensible a los neurotransmisores endógenos pero sensibles a una 
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sustancia que normalmente no tiene ningún efecto sobre la función 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 diseño activados 
exclusivamente por fármacos de diseño) y RASSL (Receptors Activated Solely by Synthetic Ligands (receptores 5
activados únicamente por ligandos sintéticos) en la bibliografía. Sin embargo, tales receptores modificados no se han 
sugerido previamente para su uso en el tratamiento de la epilepsia. Parte de la tecnología descrita en el presente 
documento se publicó 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 10
un modelo in vivo de epilepsia focal puede reducir las convulsiones cuando se administrarse de manera sistémica un 
ligando específico CNO (clozapina-N-óxido). Probaron esto en dos modelos de convulsiones agudas y también en 
un modelo de epilepsia resistente a fármacos crónica, 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 duración en la que CNO estaba presente en el cerebro, aproximadamente 45-60 minutos 15
después de una única inyección intraperitoneal.

Los tratamientos de la invención pueden dirigirse tanto a la región cerebral en la que se inyecta el vector viral como 
al tipo de célula dentro de esa región y así el efecto cuando el ligando se administra puede localizarse de manera 
eficaz, y en ausencia del ligando no se esperaría que hubiera ningún efecto sobre la función cerebral.20

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

25
La invención puede ponerse en práctica en relación con un mamífero que puede ser un mamífero no humano, por 
ejemplo, un animal de prueba tal como un roedor (por ejemplo, ratón, rata) o primate. El mamífero puede ser un 
mamífero transgénico. Dichos animales de prueba forman aspectos adicionales de la invención.

En aspectos relacionados puede administrarse previamente al paciente o mamífero un vector, antes de realizarse el 30
método.

La invención proporciona un vector que codifica un receptor modificado, y un agonista exógeno 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:35

(a) administrar a dicho paciente dicho vector, en el que el receptor modificado es el receptor acoplado a proteína 
G (GPCR) receptor de acetilcolina muscarínico humano M4 que se acopla a través de una proteína Gi con un 
canal de potasio de rectificación interna acoplado a proteína G (GIRK)

40
estando el receptor caracterizado por (i) una sensibilidad disminuida con respecto a su ligando de activación 
endógeno (ii) una sensibilidad conservada o potenciada con respecto al agonista exógeno,
en cualquier caso en el que el receptor modificado se codifica por un ácido nucleico operativamente unido a un 
promotor específico 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 exógeno,45
mediante lo cual la presencia de dicho agonista en el cerebro del paciente activa dicho receptor modificado,
mediante lo cual la activación de dicho receptor modificado inhibe de manera reversible la excitabilidad de, y 
neurotransmisión mediante, las neuronas en el foco de convulsiones.

La invención proporciona también un vector que codifica un receptor modificado para su uso en un método de 50
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 proteína 
G (GPCR) receptor de acetilcolina muscarínico humano M4 que se acopla a través de una proteína Gi con un 55
canal de potasio de rectificación interna acoplado a proteína G (GIRK)
estando el receptor caracterizado por (i) una sensibilidad disminuida con respecto a su ligando de activación 
endógeno (ii) una sensibilidad conservada o potenciada con respecto a un agonista exógeno,
en cualquier caso en el que el receptor modificado se codifica por un ácido nucleico operativamente unido a un 
promotor específico de tipo de célula neuronal de modo que60
dicho receptor modificado se expresa en neuronas de un foco de convulsiones en el cerebro del paciente;
(b) administrar a dicho paciente dicho agonista exógeno,
mediante lo cual la presencia de dicho agonista en el cerebro del paciente activa dicho receptor modificado,
mediante lo cual la activación de dicho receptor modificado inhibe de manera reversible la excitabilidad de, y 
neurotransmisión mediante, las neuronas en el foco de convulsiones.65
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La invención proporciona también un agonista exógeno 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 proteína G (GPCR) receptor de acetilcolina muscarínico humano M4 que se acopla a través 5
de una proteína Gi con un canal de potasio de rectificación interna acoplado a proteína G (GIRK)
estando el receptor caracterizado por (i) una sensibilidad disminuida con respecto a su ligando de activación 
endógeno (ii) una sensibilidad conservada o potenciada con respecto a un agonista exógeno,
en cualquier caso en el que el receptor modificado se codifica por un ácido nucleico operativamente unido a un 
promotor específico de tipo de célula neuronal de modo que dicho receptor modificado se expresa en neuronas 10
de un foco de convulsiones en el cerebro del paciente;
(b) administrar a dicho paciente dicho agonista exógeno,
mediante lo cual la presencia de dicho agonista en el cerebro del paciente activa dicho receptor modificado,
mediante lo cual la activación de dicho receptor modificado inhibe de manera reversible la excitabilidad de, y 
neurotransmisión mediante, las neuronas en el foco de convulsiones.15

La invención proporciona también un agonista exógeno 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 proteína G (GPCR) receptor de acetilcolina muscarínico humano M4 que 20
se acopla a través de una proteína Gi con un canal de potasio de rectificación interna acoplado a proteína G (GIRK) 
que se caracteriza por (i) una sensibilidad disminuida con respecto a su ligando de activación endógeno (ii) una 
sensibilidad conservada o potenciada con respecto al agonista exógeno, en cualquier caso en el que el receptor 
modificado se codifica por un ácido nucleico operativamente unido a un promotor específico de tipo de célula 
neuronal de modo que dicho receptor modificado se expresa en neuronas de un foco de convulsiones en el cerebro 25
del paciente;
tratamiento que comprende administrar a dicho paciente dicho agonista exógeno,
mediante lo cual la presencia de dicho agonista en el cerebro del paciente activa dicho receptor modificado,
mediante lo cual la activación de dicho receptor modificado inhibe de manera reversible la excitabilidad de, y 
neurotransmisión mediante, las neuronas en el foco de convulsiones.30

Los métodos de tratamiento o terapia se describen en más detalle a continuación 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 preparación de un medicamento para su uso en un método de tratamiento o terapia tal como se 35
describe en el presente documento.

Algunos aspectos particulares de la invención se tratarán ahora en más detalle:

Receptores40

Tal como se indica anteriormente, los receptores modificados para activarse únicamente por agonistas artificiales 
han sido conocidos en la técnica durante muchos años, 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 
divulgación, los aplican en la presente invención. Las expresiones "receptor modificado" o similares, DREADD y 45
RASSL se usan indistintamente en el presente documento, a menos que el contexto exija lo contrario.

Por ejemplo el documento WO97/35478 describe la preparación de RASSL. El contenido de esa solicitud, con 
respecto a su descripción de la preparación y características de RASSL se incorpora específicamente al presente 
documento como referencia. El documento WO97/35478 enseña cómo pueden prepararse RASSL a partir de 50
receptores acoplados a proteína G, incluyendo receptores muscarínicos de acetilcolina acoplados a Gi. El contenido 
incluye una descripción de la "Construction of RASSLs" páginas 20-30 del documento WO97/35478. Adicionalmente, 
determinadas definiciones que se refieren a RASSL del documento WO97/35478 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 proteína G que tiene afinidad de unión disminuida por un ligando natural 55
seleccionado (es decir, endógeno) del GPCR (con respecto a la unión del ligando seleccionado por un receptor 
acoplado a proteína G natural), pero que tiene afinidad de unión normal, casi normal, o preferentemente potenciada 
por una molécula pequeña exógena, normalmente sintética. Por lo tanto, la activación 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 exposición a una molécula pequeña introducida de manera exógena. En 60
otras palabras, el RASSL se activa de manera superior mediante el ligando exógeno en comparación con el ligando 
natural (es decir, activado en una medida mayor o más significativa mediante la unión del ligando de molécula 
pequeña que mediante la unión a un ligando natural seleccionado a una concentración similar).

GPCR65
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Receptores preferidos para su uso en la presente invención son receptores acoplados a la proteína G modificados 
(GPCR) que se unen a moléculas pequeñas 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 proteína G de una célula eucariota, particularmente en una neurona en el cerebro de un mamífero. La 5
neurona será normalmente una célula neuronal dentro de una población neuronal que se ha transformado con el 
vector que codifica el GPCR modificado.

"Receptor acoplado a proteína G" como se usa en el presente documento significa un receptor que, tras la unión de 
su ligando natural y activación del receptor, transduce una señal(es) mediada(s) por proteína G que da como 10
resultado una respuesta celular. Los receptores acoplados a proteína G forman una gran familia de proteínas 
relacionadas evolutivamente (véase el documento WO97/35478). Proteínas que son miembros de la familia de 
receptores acoplados a proteína G se componen generalmente de siete posibles dominios transmembrana. Los 
receptores acoplados a proteína G se conocían en la técnica como "receptores de siete segmentos transmembrana 
(7TM)" y como "receptores heptahelicoidales" (véase, por ejemplo, Schwartz, 1994, Curr. Opin. Biotechnol. 5:434-15
444)

Los GPCR interaccionan con un complejo de proteínas de unión al nucleótido guanina heterotriméricas (proteínas G) 
y por l o tanto regulan una amplia variedad de rutas de señalización intracelular incluyendo canales iónicos. Por lo 
tanto, en el presente documento una "respuesta celular acoplada a proteína G" significa una respuesta celular o ruta 20
de señalización que se produce con la unión de ligando mediante un receptor acoplado a proteína G. Dichas 
respuestas celulares acopladas a proteína G relevantes para la presente invención son aquellas que modifican la 
excitabilidad neuronal y por lo tanto la neurotransmisión, más específicamente, que provocan una respuesta 
inhibidora mediante lo cual la activación del receptor con el ligando provoca la inhibición o el silenciamiento 
sináptico.25

Un mecanismo mediante el que un GPCR puede modificar la excitabilidad neuronal y por lo tanto la 
neurotransmisión es a través de la inhibición de la liberación de neurotransmisores, por ejemplo, a través de un 
efecto sobre canales de calcio presinápticos.

30
Otro mecanismo por el que un GPCR puede modificar la excitabilidad neuronal y por lo tanto la neurotransmisión es 
a través del acopla a través de proteínas G con canales de potasio de rectificación interna acoplados a proteína G 
(GIRK). La respuesta celular acoplada a proteína G es en este caso por lo tanto la hiperpolarización de membrana e 
inhibición neuronal (11).

35
Una amplia variedad de receptores acoplados a proteína G activan GIRK, incluyendo los receptores muscarínicos 
M2, de adenosina A1, α2-adrenérgicos, de dopamina D2, de opiodes µ, δ y K, de serotonina 5-HT1A, de somatostatina, 
de galanina, de m-Glu, de GABAB, 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).

40
En la presente invención el GPCR que activa GIRKS es el receptor de acetilcolina muscarínico M4, también conocido 
como el receptor colinérgico. Este receptor es una proteína 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 Gi (o proteína Gi/G0 o Gi). Se 
cree que la activación de hM4Di inhibe también la liberación de neurotransmisores, lo más probablemente mediada 
por un efecto sobre canales de calcio presinápticos. Esta actividad concuerda con la evidencia de una distribución 45
presináptica y acción de receptores muscarínicos de M4, 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 
proteína G nativo correspondiente por que el RASSL presenta unión por un ligando natural seleccionado que es se 50
disminuye, preferentemente se disminuye sustancialmente, más preferentemente se elimina sustancialmente, con 
respecto a la unión del ligando mediante su receptor acoplado a proteína 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 unión de RASSL del ligando natural seleccionado se 55
disminuye en al menos 5 veces, preferentemente 10 veces, más preferentemente 50 veces, aún más 
preferentemente 75 veces, y puede disminuirse 100 veces o más con respecto a la unión mediante el receptor 
acoplado a proteína G nativo correspondiente de RASSL.

Los RASSL pueden caracterizarse por la relación de afinidad de unión de ligando sintético con respecto a la afinidad 60
de unión de un ligando natural seleccionado. Preferentemente, los RASSL de la invención muestran una alta relación 
de unión de ligando de molécula pequeña con respecto a unión de ligando natural seleccionado, y muestran 
relaciones de unión de ligando de molécula pequeña:ligando natural seleccionado de al menos 0,8, preferentemente 
al menos 1,0, más preferentemente al menos 5, aún más preferentemente 10, todavía más preferentemente 100 o 
superior.65
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Preferentemente, los RASSL muestran relaciones de unión que son 2 veces mayores, preferentemente 5 veces 
mayores, más preferentemente 10 veces mayores, todavía más preferentemente de 50 a 100 veces mayores que la 
relación de unión de ligando de molécula pequeña:ligando natural seleccionado de un receptor acoplado a proteína 
G nativo.

5
Los RASSL pueden caracterizarse también por las relaciones del nivel de activación mediante la exposición a 
ligando sintético con respecto al nivel de activación mediante la exposición a un ligando natural seleccionado 
("relación de activación"). Los niveles de activación pueden medirse tal como se describe a continuación. 
Preferentemente, los ASSL de la invención muestran una alta relación de activación de ligando de molécula pequeña 
con respecto a la activación de ligando natural seleccionado, y muestran relaciones de ligando de molécula 10
pequeña:ligando natural seleccionado de al menos 0,8, preferentemente al menos 1,0, más preferentemente al 
menos 5, aún más preferentemente 10, todavía más preferentemente 100 o superior. Preferentemente, Los RASSL 
muestran relaciones de activación que son 2 veces mayores, preferentemente 5 veces mayores, más 
preferentemente 10 veces mayores, todavía más preferentemente de 50 a 100 veces mayores que la relación de 
activación de ligando de molécula pequeña:ligando natural seleccionado de un receptor acoplado a proteína G 15
nativo.

La electrofisiología 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 
relación molar de 2:1:1 (2 GPCR: 1 GIRK1: 1 GIRK2) usando el reactivo de transfección Quantum Prep Cytofectene 20
(Bio-Rad). La expresión postransfección (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 rectificación 
interna. Se usan las siguientes soluciones de registro extracelular e intracelular; extracelular (NaCI 20 mM/KCI 
120 mM/CaCl2 2 mM/MgCl2 1 mM/Hepes-NaOH 10 mM, pH 7,3 con KOH), intracelular (aspartato de K 100 mM/KCI 
40 mM/MgATP 5 mM/Hepes-KOH 10 mM/NaCI 5 mM/EGTA 2 mM/MgCl2 2 mM/GTP 10 mM, pH 7,3 con KOH). Una 25
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 perfusión de flujo rápido (ALA 
Scientific Instruments, Westbury, NY).

Como alternativa podrían utilizarse métodos basados en los de Tomlinson SE, Rajakulendran S, Tan SV, et al. J 30
Neurol Neurosurg Psychiatry 2013;84: 1107-1112. ADNc que codifica las subunidades de GPCR, GIRK y proteína 
fluorescente verde (GFP) contenida dentro del plásmido pMT2LF se transfectan de manera transitoria en células de 
riñón embrionario humano (HEK) en una relación 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 transfección. Se realizan registros de 
zona de célula completa a temperatura ambiente. La solución externa contiene (en mM): NaCl2 135; KCI 4; MgCl2 1; 35
CaCl2 2; HEPES 10. La solución de pipeta contiene (en mM): NaCl 135; KCI 2,5; EGTA 2; HEPES 10. La resistencia 
de pipeta es 2-4 MΩ cuando se llena con solución 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 MΩ 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 40
Instruments).

Para monitorizar el potencial de membrana de neuronas hipocámpicas cultivadas, cachorros de rata Sprague-
Dawley (Zivic Miller Inc., Pittsburgh, PA) se sacrifican en el día 1 después de nacer y se disocian neuronas 
hipocámpicas y se cultivan sobre cubreobjetos. Se infectan neuronas (10-14 días de edad) con virus Sindbis y 12-45
24 h tras la infección se usaron para registros. Como alternativa, y preferentemente, puede usarse lentivirus. En 
resumen, lentivirus que expresa el GPCR y GFP se añade un día después de sembrar en placa las neuronas, y se 
obtienen registros tras 14 días in vitro (Heeroma JH, Henneberger C, Rajakulendran S, Hanna MG, Schorge S, 
Kullmann DM, Disease Models & Mechanisms 2, 612-619, 2009). Se registran neuronas hipocámpicas en tampón 
extracelular (NaCl 172 mM/KCI 2,4 mM/Hepes 10 mM/glucosa 10 mM/CaCl2 4 mM/MgCl2 4 mM, pH 7,3) y tampón 50
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 hipocámpicas se realizan en el modo de fijación con corriente y 
o bien CCh o bien CNO se aplicaron directamente sobre la célula tal como se describe anteriormente. Para registrar 
la activación del potencial de acción se añade bicuculina 10 µM (Sigma) a la solución de registro extracelular para 
bloquear la aferencia inhibidora en neuronas hipocámpicas. Se realizan registros de zona con un amplificador 55
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 transmisión sináptica se inyecta 1 µl de serotipo de virus 
adenoasociado 5 (AAV5) que expresa el GPCR y la proteína indicadora fluorescente mCitrina se inyecta en el 60
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 I, Mantoan L, 
Ferenczi E, Kullmann DM. Nat Neurosci mayo de 2012;15(5):763-8). 4-6 Semanas más tarde, se perfunden los 
animales transcardialmente con solución a temperatura ambiente que contiene (en mM): N-metil-D-glucamina, 92; 
KCI, 2,5; NaH2PO4, 1,25; tiaurea, 2; ácido ascórbico, 5; piruvato de Na, 3; MgCI2, 10; D-glucosa, 25; NaHCO3, 30; 65
CaCI2, 0,5; sacarosa, 1, y se preparan cortes hipocámpicos horizontales. La solución de perfusión extracelular 
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contiene (en mM): NaCl, 119; KCI, 2,5; CaCI2, 0,5; MgSO4, 1,3; MgCI, 2; NaH2PO4, 1,25; NaHCO3, 25; Glucosa, 
10. Un potencial excitador postsináptico de campo (fEPSP) se provoca cada 30 segundos mediante estimulación 
extracelular (20-320 µA 100 µs) en el estrato radiado de CA1, antes, durante y después de la perfusión de baño de 
CNO (10 µM).

5
Un receptor muscarínico humano acoplado a Gi preferido es "hM4Di", que se ha sensibilizado al metabolito 
oralmente biodisponible y normalmente inerte de clozapina, clozapina-N-óxido (CNO) (11, 12). Este GPCR 
modificado incluye las siguientes mutaciones: Y113C/A203G. Preferentemente el receptor modificado se codifica por 
SEQ ID NO: 1.

10
Cabe destacar que, hM4Di es relativamente insensible a acetilcolina, el agonista endógeno del receptor original.

El receptor modificado hM4Di se describió 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 15
enfoque general, validado y no sesgado para generar GPCR con especificidades de ligando definidas, que se utilizó 
para crear una familia de DREADD de receptor de ACh muscarínico (mAChR). El contenido de esa publicación, con 
respecto a su descripción de la preparación y características de estos DREADD, se incorpora específicamente en el 
presente documento como referencia.

20
La preparación 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.

25
Un plásmido que codifica hM4Di se encuentra comercialmente disponible como plásmido 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 administración de los mismos30

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

Un vector para su uso en las terapias de la presente invención será adecuado para protocolos de terapia génica in 35
vivo. El vector puede ser un vector de integración estable o un vector de no integración 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. Únicamente a modo de 
ejemplo, el documento WO2008011381 describe el uso de estos y otros vectores para expresar receptores en un 40
sujeto. El contenido de esa solicitud, con respecto a su descripción de la preparación y características de AAV y 
vectores lentivirales se incorpora específicamente 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 45
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 integración específica 
de sitio. Una realización 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 expresión específica de célula 50
operativamente unido a un gen heterólogo (en este caso: un RASSL). Información adicional puede encontrarse en la 
patente de los Estados Unidos n.º 6.261.834.

Los vectores lentivirales son un tipo especial de vector retroviral que se caracterizan normalmente por tener un largo 
periodo de incubación para la infección. Además, los vectores lentivirales pueden infectar células no divisorias. Los 55
vectores lentivirales se basan en la cadena principal de ácido 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);60

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 administración 
puede ser a través de inyección directa en el cerebro usando metodologías conocidas, tal como craneotomía con 65
orificio de trepanación e inyección estereotáctica. La inyección se dirigirá a un foco de convulsiones donde se ha 
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definido (por ejemplo, en epilepsia focal) o más en general en áreas del cerebro que se sospecha que tienen 
hiperactividad en otras enfermedades convulsivas.

Pueden usarse vectores para efectuar una transformación permanente, o pueden expresarse únicamente de manera 
transitoria en el cerebro.5

Hablando en general, los expertos en la técnica pueden construir vectores y diseñar protocolos para la expresión 
génica recombinante. Se pueden elegir o construir vectores adecuados, que contienen, además de los elementos de 
la invención descritos anteriormente, secuencias reguladoras adecuadas, que incluyen secuencias promotoras, 
fragmentos terminadores, secuencias de poliadenilación, genes marcadores y otras secuencias según sea 10
adecuado. Para detalles adicionales, véase, por ejemplo, Molecular Cloning: A Laboratory Manual: 2ª edición, 
Sambrook et al, 1989, Cold Spring Harbor Laboratory Press o Current Protocols in Molecular Biology, Segunda 
edición, Ausubel et al. eds., John Wiley & Sons, (1995, y suplementos periódicos).

El constructo de ADN contiene un promotor para facilitar la expresión del ADN que codifica RASSL dentro de la 15
célula diana. Puede conseguirse especificidad mediante expresión regional y específica de tipo de célula del 
receptor exclusivamente, por ejemplo, usando un promotor específico de tejido o región. En la invención se usa un 
promotor específico de tipo de célula neuronal.

Un ejemplo es el promotor de Camk2a (gen alfa CaM quinasa II), que activa la expresión de manera relativamente 20
específica en el prosencéfalo, véase por ejemplo Sakurada et al (2005) "Neuronal cell type-specific promoter of the 
alpha CaM kinase II gene is activated by Zic2, a Zic family zinc finger protein". Neurosci Res. noviembre de 2005; 
53(3):323-30. Publicación en línea 12 de septiembre de 2005.

Otros promotores específicos de tipo de célula neuronal incluyen el promotor de NSE (Liu H. et al., Journal of 25
Neuroscience. 23(18):7143-54, 2003); promotor de tirosina hidroxilasa (Kessler MA. et al., Brain Research. Molecular 
Brain Research. 112(I-2):8-23, 2003); promotor de proteína básica de mielina (Kessler MA. et al Biochemical & 
Biophysical Research Communications. 288(4):809-18, 2001); promotor de proteína ácida fibrilar glial (Nolte C. et al., 
GLIA. 33(I):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 30
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):337-35
47).

Agonistas y administración de los mismos

En la presente invención, el receptor modificado se activa mediante la presencia de un agonista exógeno. El 40
agonista exógeno (o ligando, o molécula pequeña, los términos se usan indistintamente en el presente documento) 
es uno que puede administrarse por vía oral o parenteral (por ejemplo, administrarse de manera sistémica) y 
penetran en la barrera hematoencefálica. El ligando es exógeno por que está generalmente ausente en el cerebro, o 
presente en concentraciones basales suficientemente bajas que no activan el receptor modificado.

45
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 función cerebral normal provocada por la interacción del ligando y 
receptor.

Preferentemente, el ligando es sintético, es decir, no se produce de manera natural.50

Ligando(s) preferido(s) son aquellos que tienen actividad biológica mínima o ninguna actividad biológica distinta de la 
activación de RASSL.

Cualquier molécula pequeña, preferentemente una molécula pequeña sintética, que puede unirse dentro de los 55
dominios transmembrana de un RASSL y facilita la activación mediada por RASSL de una familia deseada de 
proteínas G, es adecuada para su uso en el método de activación dirigida de la invención. Al contrario de los 
ligandos de péptido naturales de receptores acoplados a proteína G que normalmente tienen pesos moleculares de 
2000-6000 Da, los ligandos de molécula pequeña de receptores acoplados a proteína G tendrán generalmente 
pesos moleculares de 100-1000 Da.60

Moléculas pequeñas sintéticas en la presente invención incluyen moléculas pequeñas sintéticas generadas mediante 
o bien un medio natural (por ejemplo, aisladas de una línea celular recombinante) o medio químico (por ejemplo, 
usando procesos químicos orgánicos o inorgánicos).

65
El ligando tendrá generalmente un peso molecular y una carga iónica neta que permite que atraviese la barrera 
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hematoencefálica tras administración oral o parenteral (por ejemplo, intravenosa). Normalmente las moléculas que 
atraviesan la barrera hematoencefálica están menos cargadas que las moléculas de péptido. Pueden prepararse 
fármacos sintéticos que atraviesan o no atraviesan la barrera hematoencefálica dependiendo del número de grupos 
cargados en la molécula (véase, por ejemplo, Freidinger, 1993, Prog. Drug Res. 40:33-98). Moléculas más 
pequeñas, por ejemplo, menos de 4000 Da, tienen mayor probabilidad de atravesar la barrera hematoencefálica.5

Varias moléculas pequeñas sintéticas que se unen a y activan receptores acoplados a proteína G nativa son 
conocidas en la técnica y son útiles en la presente invención. Moléculas pequeñas sintéticas adicionales adecuadas 
para su uso en la presente invención pueden identificarse mediante la selección de compuestos candidatos para la 
unión a receptores acoplados a proteína G nativa o a RASSL. Por ejemplo, evaluando la electrofisiología de canal y 10
midiendo potenciales de membrana de neuronas cultivadas, como se ha descrito anteriormente. En particular, una 
línea 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 unión de RASSL. La 
unión de RASSL se detecta mediante inducción de hiperpolarización de membrana e inhibición neuronal (11) con la 
exposición al compuesto de prueba, pero no en presencia de un compuesto de control que no se une al RASSL y/o 15
no induce activación celular.

En una realización preferida el ligando es clozapina-N-óxido (CNO), que es un metabolito de clozapina. Este puede 
administrarse mediante varias vías, como se describe en el presente documento, incluyendo por vía bucal o 
intranasal.20

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

Trastornos25

La invención se usa en el tratamiento de un trastorno convulsivo que es epilepsia focal, por ejemplo, epilepsia 
idiopática, sintomática y criptogénica. Los métodos descritos en el presente documento pueden usarse para extinguir 
o bloquear la actividad epileptógena. 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 30
paciente.

Los métodos químicos-genéticos combinados (también conocidos como quimiogenéticos) de la presente invención 
son particularmente adecuados para el tratamiento de epilepsia focal humana, para la supresión de convulsiones de 
manera específica de la región y del tiempo.35

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

40
Sin embargo, la invención puede usarse también para tratar múltiples focos epilépticos simultáneamente mediante 
inyección directamente en los múltiples locus identificados.

El paciente puede ser aquel que ha sido diagnosticado con epilepsia resistente a fármacos o resistente al 
tratamiento farmacológico, lo que significa que las convulsiones epilépticas continúan a pesar de una administración 45
adecuada de fármacos antiepilépticos.

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

50
El paciente puede ser aquel que ha sido diagnosticado con epilepsia parcial continua.

Los tratamientos de la presente invención tienen particular utilidad cuando es indeseable una reducción permanente 
en la excitabilidad neuronal (como podría conseguirse con la sobreexpresión de canales de potasio, por ejemplo), 
por ejemplo debido a que representa un riesgo demasiado grande para una función cerebral normal. Aunque la zona 55
epileptógena es responsable en las regiones corticales de la función del lenguaje o motora, no se produciría ningún 
efecto sobre estas funciones excepto cuando se administrara el ligando. Es probable que pacientes con epilepsia 
focal intratable consideren esto un efecto adverso aceptable.

Aunque la invención tiene una utilidad particular para trastornos convulsivos caracterizados por aparición focal, tal 60
como epilepsia del lóbulo temporal y epilepsia neocortical focal, puede aplicarse a formas más generalizadas de 
epilepsia, en particular como indicación de segunda línea. En estos casos la diana para la administración se elegirá 
según sea apropiado para la afección, por ejemplo, la administración puede ser bilateral en el tálamo. Por lo tanto, 
otros trastornos en los que puede aplicarse la invención incluyen espasmos infantiles, convulsiones mioclónicas y 
"motoras menores", así como convulsiones tónico-clónicas y convulsiones parciales complejas.65
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Además, en principio, la invención podría usarse de manera profiláctica provocando la alteración continua de la 
excitabilidad neuronal durante un periodo fijo con el fin de "reiniciar" circuitos epileptógenos en algunas 
circunstancias, provocando una reducción persistente en las convulsiones que dure más que la administración del 
ligando.

5
Administración y dosificación

La mayoría de los pacientes con epilepsia tienen un patrón estereotipado de actividad extendido como resultado de 
un foco epileptógeno. La invención puede aplicarse por lo tanto de manera profiláctica (por ejemplo, hasta 30 
minutos antes) para suprimir la actividad anómala antes de que se extienda, o para truncarla de manera temprana 10
en su evolución. Además, 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 podría administrarse por un cuidador.
15

El ligando podría administrarse automáticamente mediante un dispositivo que se acopló con un mecanismo de 
detección de convulsiones automatizado. Por ejemplo, administración a demanda podría usarse con bombas 
subcutáneas (tal como se usa para administrar insulina (23; 25)). La evidencia reciente de que las convulsiones 
pueden predecirse mediante análisis de EEG automatizado (22) proporciona la opción de usar un dispositivo de 
bucle cerrado para administrar el ligando.20

El término "tratamiento", como se usa en el contexto del tratamiento de una afección, se refiere en general al 
tratamiento y la terapia de un ser humano, en el que se consigue algún efecto terapéutico deseado, por ejemplo, la 
inhibición del progreso de la afección, e incluye una reducción en la velocidad de progreso, un alto en la velocidad de 
progreso, la regresión de la afección, la mejora de la afección y la cura de la afección. El tratamiento como medida 25
profiláctica (es decir, profilaxis, prevención) también se incluye.

El ligando puede administrarse en una cantidad terapéuticamente eficaz.

La expresión "cantidad terapéuticamente eficaz", como se usa en el presente documento, se refiere a la cantidad del 30
receptor o ligando que es eficaz para producir algún efecto terapéutico deseado, proporcionado con una relación 
beneficio/riesgo razonable, cuando se administra de acuerdo con un régimen de tratamiento deseado.

De manera similar, la expresión "cantidad terapéuticamente eficaz", como se usa en el presente documento se 
refiere a la cantidad del receptor o ligando que es eficaz para producir algún efecto profiláctico deseado, 35
proporcionado con una relación 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 entenderá que circunscribe un éxito completo, es 
decir, protección completa o prevención completa. Más bien, profilaxis en el presente contexto se refiere a una 40
medida que se administra antes de la detección de una afección sintomática con el fin de preservar la salud 
ayudando a retrasar, mitigar o evitar esa afección particular.

Si bien es posible que el ligando se use (por ejemplo, se administre) solo, es con frecuencia preferible presentarlo 
como composición o formulación, por ejemplo, con un vehículo o diluyente farmacéuticamente aceptable.45

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 cuestión (por ejemplo, un ser humano) sin 
excesiva toxicidad, irritación, respuesta alérgica u otro problema o complicación, acordes con una relación 50
beneficio/riesgo razonable. Cada vehículo, diluyente, excipiente, etc. también debe ser "aceptable" en el sentido de 
ser compatible con los otros ingredientes de la formulación.

En algunas realizaciones, la composición es una composición farmacéutica (por ejemplo, formulación, preparación, 
medicamento) que comprende, o que consiste esencialmente en, o que consiste en un único principio activo, un 55
ligando como se describe en el presente documento, y un vehículo, diluyente o excipiente farmacéuticamente 
aceptable.

Como se describe en el documento WO2008096268, en realizaciones de terapia génica que emplean administración 
viral del receptor modificado, la dosis unitaria puede calcularse en cuanto a la dosis de partículas virales que se 60
administran. Dosis virales incluyen un número particular de partículas de virus o unidades formadoras de placas 
(ufp). Para realizaciones que implican adenovirus, dosis unitarias particulares incluyen 103, 104, 105, 106, 107, 108, 
109, 1010, 1011, 1012, 1013 o 1014 ufp. Las dosis de partículas pueden ser algo mayores (de 10 a 100 veces) debido a 
la presencia de partículas defectuosas de la infección.

65
En algunas realizaciones los métodos o tratamientos descritos en el presente documento pueden combinarse con 
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otras terapias, ya sean sintomáticas o de modificación de la enfermedad.

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

5
Por ejemplo, puede ser beneficioso combinar el tratamiento con un compuesto tal como se describe en el presente 
documento con uno o más (por ejemplo, 1, 2, 3, 4) agentes o terapias distintos.

Ejemplos apropiados de agentes coterapéuticos serán conocidos por los expertos en la materia basándose en la 
divulgación en el presente documento. Normalmente, el agente coterapéutico puede ser cualquiera conocido en la 10
técnica que se cree que puede proporcionar efecto terapéutico en el tratamiento de enfermedades que se describen 
en el presente documento, objeto para el diagnóstico del individuo que se está tratando. Por ejemplo, la epilepsia 
puede algunas veces mejorarse mediante tratamiento directo de la etiología subyacente, pero fármacos 
anticonvulsivos, tales como fenitoína, gabapentina, lamotrigina, levetiracetam, carbamazepina y clobazam, y 
topiramato y otros que suprimen las descargas eléctricas anómalas y convulsiones, son el pilar del tratamiento 15
convencional (Rho & Sankar, 1999, Epilepsia 40: 1471-1483).

La combinación particular sería a criterio del médico que seleccionaría también dosificaciones usando su 
conocimiento general común y regímenes de dosificación conocidos por un facultativo experto.

20
Los agentes (es decir, el receptor modificado y ligando, más uno o más agentes distintos) puede administrarse de 
manera simultánea o secuencial, y puede administrarse en programas de dosis variables individualmente y a través 
de diferentes vías. 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 más largos 
(separados por ejemplo, 1, 2, 3, 4 o más horas, o periodos incluso más largos cuando se requiere), siendo el 25
régimen de dosificación preciso acorde a las propiedades del/de los agente(s) terapéutico(s).

Definiciones seleccionadas

"Unión de receptor-ligando", "unión de ligando", y "unión" se usan indistintamente en el presente documento para 30
expresar la interacción física entre un receptor (por ejemplo, un receptor acoplado a proteína G) y un ligando (por 
ejemplo, un ligando natural, (por ejemplo, ligando de péptido) o ligando sintético (por ejemplo, ligando de molécula 
pequeña sintético)). La unión de ligando puede medirse mediante varios métodos conocidos en la técnica (por 
ejemplo, detección de asociación con un ligando marcado de manera radioactiva).

35
"Señalización" significa la generación de una respuesta bioquímica o fisiológica como resultado de una unión de 
ligando (por ejemplo, como resultado de unión de ligando sintético a un receptor acoplado a proteína G).

"Activación de receptor", "activación de RASSL", y "activación de receptor acoplado a proteína G" se usan 
indistintamente en el presente documento para expresar la unión de un ligando (por ejemplo, ligando natural o 40
sintético) a un receptor de manera que provoca señalización mediada por proteína G, y una respuesta fisiológica o 
bioquímica asociada con la señalización mediada por proteína G. La activación puede medirse midiendo una señal 
biológica asociada con señales relacionadas con proteína G (por ejemplo usando electrofisiología).

"Activación celular dirigida" y "activación de células diana" se usan indistintamente en el presente documento para 45
expresar activación mediada por RASSL de una respuesta fisiológica mediada por proteína G específica en una 
célula diana, donde la activación mediada por RASSL se produce mediante la unión de una molécula pequeña 
sintética al RASSL. Como se usa en el presente documento, la activación celular incluye respuestas inhibidoras tales 
como silenciamiento sináptico o inhibición.

50
"Ligando natural" y "ligando que se produce de manera natural" y "ligando endógeno" de un receptor acoplado a 
proteína G nativo se usan indistintamente en el presente documento para expresar una biomolécula endógena para 
un hospedador mamífero, biomolécula que se une a un receptor acoplado a proteína G nativo para provocar una 
respuesta celular acoplada a proteína G. Un ejemplo es acetilcolina.

55
"Molécula pequeña sintética, "ligando de molécula pequeña sintética", "ligando sintético", y "agonista sintético" y 
similares se usan indistintamente en el presente documento para expresar cualquier compuesto preparado de 
manera exógena por medios naturales o químicos que pueden unirse dentro de los dominios transmembrana de un 
receptor acoplado a proteína G o receptor acoplado a proteína G modificado (es decir, RASSL) y facilitan la 
activación del receptor y activación concomitante de una familia deseada de proteínas G.60

"Transformación" significa un cambio genético transitorio o permanente inducido en una célula tras la incorporación 
de nuevo ADN (es decir, ADN exógeno para la célula). Cuando la célula es una célula de mamífero, un cambio 
genético permanente se consigue generalmente mediante la introducción del ADN en el genoma de la célula.

65
"Promotor" significa una secuencia de ADN mínima suficiente para dirigir la transcripción de una secuencia de ADN 
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a la que está operativamente unida. "Promotor" pretende abarcar también aquellos elementos promotores suficientes 
para la expresión génica dependiente de promotor controlable para agentes específicos de tipo celular, específicos 
de tejido o inducibles por señales externas o agentes; dichos elementos pueden estar ubicados en las regiones 5' o 
3' del gen natural.

5
Variantes de ácidos nucleicos

Los expertos en la materia entenderán 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 invención.10

Derivados funcionales preferidos del agente incluyen proteínas que pueden comprender mutaciones (con respecto al 
tipo natural) que no obstante no alteran la actividad del agente. De acuerdo con la presente invención, cambios 
adicionales preferidos en el agente se conocen comúnmente como sustituciones "conservadoras" o "seguras". Las 
sustituciones de aminoácidos conservadoras son aquellas con aminoácidos que tienen propiedades químicas 15
suficientemente similares, con el fin de conservar la estructura y la función biológica del agente. Es evidente que 
inserciones y deleciones de aminoácidos pueden realizarse también en las secuencias definidas anteriormente sin 
alterar su función, en particular si las inserciones o deleciones implican solamente unos pocos aminoácidos, por 
ejemplo menos de ten y preferentemente menos de cinco, y no eliminan o desplazan aminoácidos que son críticos 
para la confirmación funcional del agente. La bibliografía proporciona muchos modelos en los que la selección de 20
sustituciones de aminoácidos conservadoras pueden realizarse basándose en estudios estadísticos y fisicoquímicos 
sobre la secuencia y/o la estructura de una proteína natural.

Se apreciará por el técnico experto que derivados funcionales del aminoácido, y secuencias de ácido nucleico, 
desvelados en el presente documento, pueden tener una secuencia que tiene al menos el 30 %, preferentemente el 25
40 %, más preferentemente el 50 %, e incluso más preferentemente, el 60 % de identidad de secuencia con las 
secuencias de aminoácidos/polipéptido/ácido nucleico de cualquiera de las secuencias a las que se hace referencia 
en el presente documento. Una secuencia de aminoácidos/polipéptido/ácido nucleico con una identidad superior a 
preferentemente el 65 %, más preferentemente el 75 %, incluso más preferentemente el 85 %, e incluso más 
preferentemente el 90 % con cualquiera de las secuencias a las que se hace referencia, también se prevé. 30
Preferentemente, la secuencia de aminoácidos/polipéptido/ácido nucleico tiene el 92 % de identidad, incluso más 
preferentemente el 95 % de identidad, incluso más preferentemente el 97 % de identidad, incluso más 
preferentemente el 98 % de identidad y, lo más preferentemente, el 99 % de identidad con cualquiera de las 
secuencias a las que se hace referencia.

35
En cada caso, el receptor modificado conservará las propiedades en los términos definidos anteriormente por 
ejemplo actividad celular dirigida en presencia del agonista, pero no el ligando natural.

El cálculo de identidades en porcentaje entre diferentes secuencias de aminoácidos/polipéptido/ácido nucleico puede 
llevarse a cabo tal como sigue. Un alineamiento múltiple se genera en primer lugar por el programa ClustalX 40
(parámetros por parejas: abertura de hueco 10,0, extensión de hueco 0,1, matriz de proteína Gonnet 250, matriz de 
ADN IUB; parámetros múltiples: abertura de hueco 10,0, extensión de hueco 0,2, secuencias divergentes de retardo 
30 %, peso de transición de ADN 0,5, matriz negativa desactivado, matriz de proteína serie Gonnet, peso de ADN 
IUB; parámetros de hueco de proteína, penalizaciones específicas de residuo activado, penalizaciones hidrófilas 
activado, residuos hidrófilos GPSNDQERK, distancia de separación de huecos 4, separación de huecos final 45
desactivado). La identidad en porcentaje se calcula entonces a partir del alineamiento múltiple como (N/T)*100, 
donde N es el número de posiciones en las que las dos secuencias comparten un residuo idéntico, y T es el número 
total de posiciones comparadas. Como alternativa, la identidad en porcentaje puede calcularse como (N/S)*100 
donde S es la longitud de la secuencia más corta que se está comparando. Las secuencias de 
aminoácidos/polipéptido/ácido nucleico pueden sintetizarse denovo, o puede ser una secuencia de 50
aminoácidos/polipéptido/ácido nucleico natural, o un derivado de las mismas.

Debido a la degeneración del código genético, es evidente que cualquier secuencia de ácido nucleico podría variarse 
o cambiarse sin afectar sustancialmente la secuencia de la proteína de agente codificada de ese modo, para 
proporcionar una variante funcional de la misma. Variantes de nucleótido adecuadas son aquellas que tienen una 55
secuencia alterada por la sustitución de diferentes codones que codifican el mismo aminoácido dentro de la 
secuencia, produciendo así un cambio silencioso. Otras variantes adecuadas son aquellas que tienen secuencias de 
nucleótidos homólogas pero que comprenden todas, o partes de, las secuencias que se alteran mediante la 
sustitución de diferentes codones que codifican un aminoácido con una cadena lateral de propiedades biofísicas 
similares con respecto al aminoácido que sustituye, para producir un cambio conservador. Por ejemplo, aminoácidos 60
hidrófobos, no polares pequeños incluyen glicina, alanina, leucina, isoleucina, valina, prolina y metionina. 
Aminoácidos hidrófobos, no polares grandes incluyen fenilalanina, triptófano y tirosina. Los aminoácidos neutros 
polares incluyen serina, treonina, cisteína, asparagina y glutamina. Los aminoácidos cargados positivamente 
(básicos) incluyen lisina, arginina e histidina. Los aminoácidos cargados negativamente (ácidos) incluyen ácido 
aspártico y ácido glutámico.65
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Todos los subtítulos en el presente documento se incluyen solo por comodidad, y no deben interpretarse como que 
limitan la divulgación de ninguna manera.

La invención se describirá ahora adicionalmente con referencia a las siguientes Figuras y Ejemplos no limitantes. 
Otras realizaciones de la invención se les ocurrirán a los expertos en la técnica a la luz de estas.5

Figuras (de ref. 26)

Fig. 1. Silenciamiento químico-genético de convulsiones inducidas por pilocarpina. (a) Espectros de EEG 
de ondículas de Morlet de una rata a la que se ha administrado pilocarpina intracortical (tiempo 0), o bien con 10
vehículo 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 continuación). (c) Convulsiones de comportamiento correlacionadas con EEG. La actividad de SS se asoció 
con convulsiones no motoras (puntuación de gravedad 0) o espasmos de extremidad, cabeza o cuerpo 
(puntuación 1), mientras que la IF se asoció con sacudidas de cabeza o cuerpo repetitivas (puntuación 2) o 15
encabritamiento, locomoción retrógrada y convulsiones generalizadas (3). Seiscientos intervalos de 4 s 
consecutivos por rata se evaluaron en tres ratas (enumeradas 1-3). (d) Detección de actividad de frecuencia 
intermedia (IF) mediante transformación 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 20
armónico a 14 Hz). (e) Evolución temporal de la frecuencia de pico (izquierda), potencia 4-14 Hz (centro), y 
número de pases de IF (derecha), en ensayos en vehículo (rojo) y CNO (azul) (intervalos de 10 min consecutivos 
antes (-10-0 min) y después de inyección de pilocarpina y vehículo/CNO). N=6 ratas (10 parejas de ensayos, 
promediadas entre ratas cuando se repite, los datos se muestran como media±e.e.m.). (f) Mismos datos que en 
e, pero representados como parámetros de convulsiones electrográficos acumulativos (frecuencia, potencia, 25
número de acontecimientos de IF), comparando vehículo frente a CNO para cada animal (indicado por color). 
Los símbolos indican parámetros acumulativos consecutivos a intervalos de 10 min. La línea de 45 grados (gris) 
indica la equivalencia de CNO y vehículo.

Fig. 2. Silenciamiento químico-genético de convulsiones inducidas por picrotoxina. (a) Espectros de 30
potencia de ondículas 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 vehículo intraperitoneal (parte superior) o 1 mg ml-1 de CNO en 
vehículo (parte inferior) en días consecutivos. (b) Actividad de EEG. Parte inferior, secciones expandidas de los 
tiempos indicados (duración 2 s) que muestran actividad de SS, CS y IF. (c) Las convulsiones motoras fueron 
más graves en asociación con la actividad de IF que con la actividad de SS, e intermedias con la actividad de CS 35
(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) Evolución temporal de la frecuencia de pico (izquierda), potencia 4-14 Hz (centro), y número de 
pases de IF (derecha), en ensayos en vehículo (rojo) y CNO (azul) (intervalos de 10 min consecutivos antes (-10-40
0 min) y después de inyección de picrotoxina y vehículo/CNO). N=5 ratas (12 parejas de ensayos, promediadas 
entre ratas cuando se repite, media±e.e.m.). (f) Mismos datos que en e, pero representados como parámetros de 
convulsiones electrográficos acumulativos para cada animal como en la Fig. 2e.

Fig 3. Silenciamiento químico-genético de epilepsia neocortical focal inducida por toxina tetánica. (a)45
Trazados de EEG de muestras de un animal inyectado con toxina tetánica, 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 más picos intermitentes" (5). (b-d)
Comparación por parejas de la frecuencia de acontecimientos epileptiformes (b), línea de costa (c) y potencia de 
alta frecuencia (d) entre ensayos con vehículo y CNO. N=6 ratas; 15 parejas de ensayos, promediado dentro del 50
animal cuando se repitió. Las barras naranjas indican la disminución (%, eje derecho), cuando era significativo 
(prueba de Wilcoxon; P<0,05).

Fig. 4. | Expresión y tolerabilidad de HA-hM4Di-mCitrina. (a) Expresión de HA-hM4Di-mCitrina en capas más 
profundas de la corteza motora primaria derecha (M1), visualizado con anticuerpo anti-HA. Escala, 100 µm. (b)55
Colocalización de CamKII α-HA-hM4Di-mCitrina, visualizado con anticuerpos anti-HA (izquierda) y anticuerpos 
anti-CamKlla (centro), y ambos anticuerpos (derecha). Escala, 20 µm. (c) Coordinación motora con (derecha) y 
sin (izquierda) inyección intraperitoneal de CNO en ratas que reciben inyección 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 60
(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; media±e.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 (plásmido: 5421-8155 pb) usado para administrar hM4Di, como se 65
explica en los ejemplos a continuación.
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Ejemplos

Ejemplo 1 - demostración de terapia química-genética en un modelo de epilepsia
5

Introducción y visión de conjunto

Se ha demostrado un enfoque químico-genético combinado para conseguir la supresión localizada de excitabilidad 
neuronal en un foco de convulsiones, usando expresión viral de un DREADD (Designer Receptors Exclusively 
Activated by Designer Drugs). Neuronas transducidas con un DREADD no se ven afectadas en principio en ausencia 10
del ligando selectivo, y neuronas no transducidas se ven afectadas solamente cuando el ligando está presente, 
evitando de este modo la alteración permanente de sus propiedades (10).

Se seleccionó el receptor muscarínico humano acoplado a Gi modificado por ingeniería genética hM4Di, que se ha 
sensibilizado al metabolito oralmente biodisponible y normalmente inerte de clozapina, clozapina-N-óxido (CNO) (11, 15
12). Cabe destacar que, hM4Di es relativamente insensible a acetilcolina, el agonista endógeno del receptor original. 
La activación de hM4Di conduce a la apertura de los canales de potasio de rectificación interna abiertos por proteína 
G, dando como resultado la hiperpolarización de membrana e inhibición neuronal (11).

La administración sistémica de CNO suprimió convulsiones focales provocadas por dos quimioconvulsivos 20
diferentes, pilocarpina y picrotoxina. CNO tuvo también un efecto anticonvulsivo robusto en un modelo crónico de 
epilepsia neocortical focal. La atenuación de convulsiones químico-genéticas proporciona un enfoque novedoso para 
tratar epilepsia focal intratable mientras se minimiza el trastorno de la función de circuito normal en regiones 
cerebrales no transducidas o en ausencia del ligando específico.

25
Materiales y métodos

Virus adenoasociado de serotipo 5 que contiene un casete de Camk2α-HA-hM4D(Gi)-IRES-mCitrina proporcionado 
por Dr. Bryan Roth (Universidad de Carolina del Norte) 12 se obtuvieron del UNC Vector Core a una concentración 
de 8x10 unidades infecciosas (UI)/ml. Para experimentos de control se inyectó un virus similar que expresaba el 30
silenciador optogenético ArchT en lugar del silenciador químico-genético hM4Di (AAV5-Camk2α-ArchT-GFP).

Cirugía estereotáctica. Los experimentos con animales se realizaron de conformidad con la Ley de 1986 (Métodos 
Científicos con Animales). Ratas Sprague-Dawley macho (6 -12 semanas de edad, 263-325 g) se anestesiaron 
usando isoflurano y se colocaron en un marco estereotáctico (Kopf, CA). Se inyectaron 1,5 µl de virus AAV5 que 35
expresa hM4Di a una velocidad de 100 nl/min en la capa 5 del área 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 depositó a 1,1 y a 0,7 mm desde la pia). Un 
transmisor de EEG (A3019D, Open Source Instruments (13)) se implantó por vía subcutánea con un electrodo de 
registro intracraneal subdural situado por encima del sitio de inyección. Un electrodo de referencia se implantó en el 40
cráneo contralateral. Para inyecciones secuenciales de quimioconvulsivos se implantó una guía de cánula de teflón 
(C313GT/SP, PlasticsOne) por encima del sitio de inyección. Para experimentos de epilepsia crónica, se inyectaron 
12 - 16 ng de toxina tetánica (obsequio de Dr G. Schiavo) junto con virus AAV5 que expresa hM4Di en un volumen 
final de 1,6 - 1,8 µl. Los animales se alojaron por separado en jaulas Faraday y se registraron EEG continuamente 
durante hasta 8 semanas después de la cirugía.45

Modelos de convulsiones. Pilocarpina (5 M es salino estéril) o picrotoxina (10 mM en DMSO 10 %/salino estéril) se 
inyectaron a través de la guía de cánula de teflón implantada previamente 17 - 52 días después de la inyección de 
hM4Di AAV. El volumen inyectado se ajustó 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 50
con CNO y vehículo emparejados. CNO (1 mg/kg, diluido 1 mg/ml en DMSO al 1 %/vehículo de salino) o vehículo 
solo se inyectaron por vía intraperitoneal inmediatamente después de la infusión convulsiva. Las puntas-ondas se 
desarrollaron en el plazo de 5 minutos de inyección quimioconvulsiva.

Modelo de epilepsia. TeTx (12 - 16 ng) inyectado en una suspensión con el virus que expresa hM4Di (véase 55
anteriormente), provocó acontecimientos de alta frecuencia (70 - 160 Hz) que duraban normalmente menos de 1 
segundo, que comenzaban en el plazo de 4 días. Tales acontecimientos se produjeron durante al menos 8 semanas 
después de la inyección, pero su frecuencia varió de día en día, y también dependiendo de la hora del día. Por lo 
tanto, se emparejaron ensayos de CNO/vehículo de acuerdo con la hora del día, y se fijó un criterio de que al menos 
2 acontecimientos por hora se hubieran producido en promedio durante las 4 horas anteriores a las primeras 60
inyecciones de CNO o vehículo para que el ensayo se incluyera en el conjunto de datos. El orden de ensayos de 
CNO y de vehículo emparejados se aleatorizó. Vehículo (1 % de DMSO/salino) o CNO (1 mg/kg en DMSO/salino) se 
inyectó dos veces en intervalos de 2 horas, y se analizaron periodos que duraban 3,5 horas después de la primera 
inyección.

65
Análisis 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 centró 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 
transmisión se eliminaron. La secuencia de comandos Igor "UnipolarPeakAreas.ipf" se usó para detectar 
desviaciones negativas individuales (puntas-ondas), y secuencias de comandos adaptadas en Igor extrajeron su 
frecuencia así como la línea de costa y la potencia del trazado. La línea de costa se determinó como la suma de la 5
diferencia absoluta entre puntos sucesivos. Las épocas de EEG se exportaron también en Labview (National 
Instruments) para calcular los espectros de potencia de ondículas de Morlet.

Para establecer una correlación entre diferentes tipos de patrones de EEG y comportamiento, se compararon 
registros de vídeo continuos con trazados de EEG. Puntas-ondas sencillas o complejas se contaron individualmente 10
(mediante desviación), 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 convulsión motora obvia), 1 (espasmos de articulación superior contralateral), 2 (sacudidas repetidas de 
extremidad superior, cabeza o cuerpo), 3 (sacudidas de todo el cuerpo, arqueos y encabritamiento a veces 
acompañados de caminar hacia atrás).15

Recuento automatizado de acontecimientos epileptiformes. Para acontecimientos epilépticos inducidos por 
toxina tetánica, el acortamiento de acontecimiento se explica en la ref. (7). Una descripción más completa del 
algoritmo de detección de convulsiones con código fuente se encuentra disponible en: http://www.open-
sourceinstruments.com/Electronics/A3018/Seizure_Detection.html#Simil arity% 20of%20Events. Oscilaciones de 20
frecuencia intermedia (IF) provocadas por picrotoxina o pilocarpina se detectaron usando la transformada de Fourier 
rápida 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 movió 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 25
ensayos de CNO/vehículo.

Análisis estadístico Pruebas de la t para datos emparejados o pruebas de Wilcoxon se realizaron según fue 
apropiado usando SPSS 20 (IBM). Para modelos de convulsiones, el tiempo experimental se dividió hasta en p 
periodos de 10 minutos incluyendo los 10 minutos antes de la inyección así como siete periodos de 10 minutos 30
consecutivos tras la inyección.

Análisis de fluorescencia e inmunohistoquímicos. Se extirparon los cerebros y se dejaron en 4 % de PFA/PBS 
durante 3-7 días a 4 °C y entonces se lavaron en PBS. Se realizaron cortes frontales (50 y 100 µm de espesor) en 
un cortador vibratorio y se examinaron para determinar la expresión de mCitrina natural justo después de cortar para 35
cada rata, contribuyendo al conjunto de datos. Algunos de los cortes de 50 µm 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 días en anticuerpos primarios frente a 
CaMKIIα (conejo, 1:500, Epitomics/Abcam), y hemaglutinina (HA; ratón, 1:1000, Covance). Después de tres lavados 
adicionales en PBS (10 min), las secciones se incubaron en anticuerpos secundarios (1:500, Invitrogen, se marcaron 40
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 imágenes con un microscopio confocal a un aumento de 25x del 
objetivo y amplificación digital 3x.

Resultados45

Silenciamiento químico-genético de convulsiones agudas inducidas por pilocarpina

Para someter a prueba la capacidad del DREADD para modificar la actividad convulsiva, se inyectó un virus 
adenoasociado que codifica hM4Di bajo el promotor de CaMk2A (AAV5-CaMKIIa-HA-hM4D(Gi)IRES-mCitrina) en el 50
área de extremidad superior de la corteza motora primaria (M1) de ratas de 263 - 325 g con anestesia con isoflurano. 
Al mismo tiempo se implantó una guía de cánula de teflón (Plastics1) por encima del sitio de inyección para permitir 
la administración de quimioconvulsivos, y un transmisor subcutáneo (Open Source Instruments, Inc.) con el 
conductor activo superpuesto a M1 para el registro inalámbrico de EEG. El transmisor muestrea el EEG a 512 Hz 
continuamente durante varias semanas (13). La expresión de hM4Di (fig. 4) no tuvo efectos perceptibles sobre el 55
comportamiento o uso de extremidades, y se confirmó mediante microscopía de fluorescencia para todas las ratas 
sacrificadas después de 3-20 semanas.

En primer lugar se examinaron convulsiones provocadas de forma aguda mediante inyección de quimioconvulsivo en 
la capa 5 de la corteza motora 17 - 52 días tras inyección de hM4Di AAV. Pilocarpina (200 - 900 nl, 5 M) inyectada a 60
través de la guía de cánula implantada (1,6 -2,0 mm desde la pia) provocó desviaciones de punta-onda de amplitud 
grande a una frecuencia entre 0,5 y 2 Hz, empezando en el plazo de 5 minutos de inyección y durando entre 45 y 90 
minutos (Fig. 1a,b). Los complejos punta-onda o bien tenían un único pico negativo (puntas "simples", SS) o 
presentaban uno o más hombros (poli-punta-ondas o puntas "complejas", CS; Fig. lb). Se intercalaron con pases de 
descargas de frecuencia intermedia (IF) (5 - 12 Hz) que duraban 0,2 - 12 segundos, que normalmente tenían una 65
amplitud más pequeña (Fig. 1b). Las descargas de IF estaban correlacionadas con convulsiones motoras en el 
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extremo más alto de una escala de gravedad. Esta oscilaba desde convulsiones motoras breves (puntuación de 
gravedad 0), hasta espasmos de cabeza o cuerpo (puntuación 1), sacudidas repetidas de cabeza o cuerpo 
(puntuación 2), hasta encabritamiento, locomoción retrógrada y convulsiones generalizadas (puntuación 3) (Fig. 1c). 
Se usó 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 activación de hM4Di.5

Se intercalaron aleatoriamente experimentos en días alternos en los que se administró o bien CNO (1 mg/kg en 
DMSO/vehículo de salino) (12), o vehículo solo, mediante inyección intraperitoneal inmediatamente después de 
infusión de pilocarpina neocortical focal. En ensayos de CNO, se redujeron sustancialmente las convulsiones tanto 
electrográficas como motoras (14 parejas de ensayos en 6 ratas). Pruebas de la t de datos emparejados que 10
comparaban o bien la frecuencia media de desviaciones negativas en el EEG, la potencia media 4 - 14 Hz, o el 
número de pases de IF que se correlacionan con convulsiones motoras graves (Fig. 1c), revelaron una disminución 
significativa para una mayoría de los depósitos de 10 min consecutivos usados para analizar datos (Fig. 1e, f).

Silenciamiento químico-genético de convulsiones agudas inducidas por picrotoxina15

CNO suprimió profundamente las convulsiones desencadenadas por pilocarpina. Sin embargo, la interpretación de 
este efecto anticonvulsivo se confunde potencialmente por un solapamiento de cascadas de señalización aguas 
abajo de pilocarpina que actúan sobre receptores muscarínicos y CNO que actúa sobre hM4Di (14). Se sometió a 
prueba por lo tanto un segundo anticonvulsivo, el bloqueador de receptores de GABAA picrotoxina. La inyección de 20
picrotoxina en la corteza motora primaria (100 - 600 nl, 10 mM) provocó también convulsiones electrográficas y 
motoras. Aquellas fueron similares en la duración global, composición 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 electrográfico se activó y desactivó más bruscamente y las "puntas complejas" podrían 
presentar múltiples (2-6) puntas que se suceden a alta frecuencia (Fig. 2b). Cuando CNO se administró mediante 25
inyección intraperitoneal inmediatamente después de picrotoxina focal, las descargas electrográficas 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 más graves (Fig. 2c).

Se cuestionó si los efectos fuera de objetivo de CNO independiente de hM4Di podrían explicar su efecto 30
anticonvulsivo. Las ratas a las que se inyectó un virus análogo que expresaba el actuador optognético ArchT en 
lugar de hM4Di experimentaron el mismo protocolo experimental que se describe anteriormente, usando inyección 
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 vehículo y CNO en ninguna de las tres 
mediciones de gravedad de convulsiones.35

Silenciamiento químico-genético de epilepsia neocortical focal inducida por toxina tetánica

La activación de hM4Di con CNO es por lo tanto eficaz en dos modelos quimioconvulsivos. ¿Suprime también 
convulsiones espontáneas en epilepsia establecida? Se regresó al modelo de toxina tetánica de epilepsia crónica 40
(15, 16), que responde escasamente a fármacos antiepilépticos y se asemeja a la epilepsia humana parcial continua 
(17). Este modelo se caracteriza mediante varias características de EEG, incluyendo potencia de alta frecuencia 
aumentada (120 - 160 Hz), línea de costa aumentada (diferencia acumulativa entre puntos sucesivos sobre el EEG), 
y la aparición de breves estallidos de actividad de EEG de alta frecuencia que puede detectarse mediante un 
clasificador de acontecimientos automatizado (7) (Fig. 3a). (Se limitó la dosis de toxina tetánica por consideraciones 45
de bienestar animal, y de este modo convulsiones motoras se produjeron raramente durante el experimento agudo).

Aunque la semivida de CNO en ratas no se ha medido de manera sistémica, afecta a neuronas transducidas con 
hM4Di o su análogo excitador hM4Dq durante al menos 90 minutos (12, 18, 19), y se aclara totalmente en el plazo 
de 12 horas de administración de su precursor clozapina (20). Se evaluaron por lo tanto marcadores electrográficos 50
de epilepsia durante una ventana de 3,5 horas comenzando con la primera de dos inyecciones intraperitoneales de o 
bien CNO o bien vehículo, con la segunda inyección a las 2 horas. La evaluación se repitió entonces 24 horas más 
tardes, cambiando el vehículo y CNO, para permitir la depuración 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, línea de costa, y potencia de alta frecuencia) se atenuaron 55
significativamente mediante CNO en comparación con vehículo (P = 0,028, prueba de Wilcoxon; n = 6).

Análisis

Este estudio muestra que la química-genética puede usarse para atenuar las convulsiones a demanda. La 60
transducción con hM4Di no tiene efecto sobre la excitabilidad neuronal en ausencia de su ligando específico CNO 
(10-12), y así, este enfoque evita el riesgo teórico de terapias génicas diseñadas alrededor de la sobreexpresión 
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 duración del efecto está dictada por la semivida de CNO, que 
se ha estimado en seres humanos a las 7 - 8 horas (21). Sin embargo, la química-genética evita la necesidad de 65
dispositivos invasivos y biocompatibles para administrar luz al área cerebral transducida próxima al foco de 
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convulsiones. Por otra parte, puede seleccionarse como objetivo un área relativamente grande, que no está limitada 
por la absorción de luz. En cambio, CNO puede administrarse sistémicamente.

Se observó una reducción significativa en la gravedad de las convulsiones en el plazo de 10 minutos de la 
administración de CNO (Fig. 1e, 2e), muy por debajo del instante de 30 minutos que habitualmente define el estado 5
epiléptico. Muchos pacientes con epilepsia resistente a fármacos 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 químico-genético.

Una aplicación potencial adicional de la química-genética para la epilepsia es someter a prueba la hipótesis de que 10
la alteración continuada de excitabilidad neuronal durante un periodo fijo pueda "reiniciar" los circuitos epileptógenos 
en algunas circunstancias, provocando una reducción persistente en las convulsiones que dure más que la 
administración del ligando. La reversibilidad, junto con la especificidad regional y de tipo de célula de la genética 
química, distingue este enfoque de moléculas pequeñas disponibles o terapias génicas basadas en la expresión de 
canales de iones u otras moléculas de señalización.15

En conclusión, se ha mostrado que la química genética puede conseguir atenuación específica de región y de tipo 
celular de excitabilidad neuronal con el fin de suprimir convulsiones.

Anexo de secuencias20

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

LOCUS pAAV_CaMKIIa_HA_ 8157 pb ADN-bc circular 28-25
COMENTARIO ApEinfo:metilado:1
CARACTERÍSTICAS Ubicación/Modificadores

misc-feature 4286..4873
/vntifkey="21"
/etiqueta=WPRE30

misc-feature 4902..5380
/vntifkey="21"
/etiqueta=hGH\PoliA

misc-feature 156..1448
/vntifkey="21"35
/etiqueta=CAMKIIa\(3.1)

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

misc-feature 5420..556040
/vntifkey="21"
/etiqueta=R-ITR

misc-feature 5652..5958
/vntifkey="21"
/etiqueta=F1\Origen45

misc-feature 6477..7334
/vntifkey="21"
/etiqueta=AmpR

misc-feature 7485..8155
/vntifkey="21"50
/etiqueta=pUC\Ori

misc-feature 1469..4259
/vntifkey="21"
/etiqueta=HA-hM4D-IRES-mCitrina

55
ORIGEN
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REIVINDICACIONES

1. Un vector que codifica un receptor modificado, y un agonista exógeno 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:5

(a) administrar a dicho paciente dicho vector, en donde el receptor modificado es el receptor acoplado a proteína 
G (GPCR) receptor de acetilcolina muscarínico humano M4, que se acopla a través de una proteína Gi con un 
canal de potasio de rectificación interna acoplado a proteína G (GIRK)
estando el receptor caracterizado por (i) una sensibilidad disminuida con respecto a su ligando de activación 10
endógeno (ii) una sensibilidad conservada o potenciada con respecto al agonista exógeno,
en cualquier caso en el que el receptor modificado está codificado por un ácido nucleico operativamente unido a 
un promotor específico 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 exógeno,15

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

20
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 proteína 
G (GPCR) receptor de acetilcolina muscarínico humano M4 que se acopla a través de una proteína Gi con un 25
canal de potasio de rectificación interna acoplado a proteína G (GIRK)
estando el receptor caracterizado por (i) una sensibilidad disminuida con respecto a su ligando de activación 
endógeno (ii) una sensibilidad conservada o potenciada con respecto a un agonista exógeno,
en cualquier caso en el que el receptor modificado es codificado por un ácido nucleico operativamente unido a un 
promotor específico de tipo de célula neuronal de modo que30
dicho receptor modificado se expresa en neuronas de un foco de convulsiones en el cerebro del paciente;
(b) administrar a dicho paciente dicho agonista exógeno,

mediante lo cual la presencia de dicho agonista en el cerebro del paciente activa dicho receptor modificado,
mediante lo cual la activación de dicho receptor modificado inhibe de manera reversible la excitabilidad de las 35
neuronas en el foco de convulsiones y la neurotransmisión mediante las mismas,

3. Un agonista exógeno 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:

40
(a) administrar a dicho paciente un vector que codifica un receptor modificado, siendo el receptor modificado el 
receptor acoplado a proteína G (GPCR) receptor de acetilcolina muscarínico humano M4 que se acopla a través 
de una proteína Gi con un canal de potasio de rectificación interna acoplado a proteína G (GIRK)
estando el receptor caracterizado por (i) una sensibilidad disminuida con respecto a su ligando de activación 
endógeno (ii) una sensibilidad conservada o potenciada con respecto a un agonista exógeno,45
en cualquier caso en el que el receptor modificado es codificado por un ácido nucleico operativamente unido a un 
promotor específico 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 exógeno,

50
mediante lo cual la presencia de dicho agonista en el cerebro del paciente activa dicho receptor modificado,
mediante lo cual la activación de dicho receptor modificado inhibe de manera reversible la excitabilidad de las 
neuronas en el foco de convulsiones y la neurotransmisión mediante las mismas.

4. Un agonista exógeno para su uso en un método de tratamiento de un trastorno convulsivo que es epilepsia focal 55
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 proteína G (GPCR) receptor de acetilcolina muscarínico humano M4

que se acopla a través de una proteína Gi con un canal de potasio de rectificación interna acoplado a proteína G 
(GIRK) que se caracteriza por (i) una sensibilidad disminuida con respecto a su ligando de activación endógeno (ii) 60
una sensibilidad conservada o potenciada con respecto al agonista exógeno,
en cualquier caso en el que el receptor modificado es codificado por un ácido nucleico operativamente unido a un 
promotor específico 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 exógeno, mediante lo cual la presencia de 65
dicho agonista en el cerebro del paciente activa dicho receptor modificado,
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mediante lo cual la activación de dicho receptor modificado inhibe de manera reversible la excitabilidad de las 
neuronas en el foco de convulsiones y la neurotransmisión mediante las mismas.

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

6. Un vector para su uso o agonista para su uso según se reivindica en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 
en donde el agonista exógeno se administra automáticamente o bien (i) mediante un dispositivo que está o bien 
acoplado con un mecanismo de detección de convulsiones automatizado, o bien (ii) en respuesta a una convulsión 10
predicha mediante análisis de EEG.

7. Un método para inhibir selectivamente la excitabilidad de neuronas en el cerebro de un mamífero transgénico que 
es un modelo de enfermedad no humano de manera específica de la región y del tiempo, comprendiendo el método 
las etapas de:15

(a) administrar a dicho mamífero un vector que codifica un receptor modificado, siendo el receptor modificado el 
receptor acoplado a proteína G (GPCR) receptor de acetilcolina muscarínico humano M4 que se acopla a través 
de una proteína Gi con un canal de potasio de rectificación interna acoplado a proteína G (GIRK)
estando el receptor caracterizado por (i) una sensibilidad disminuida con respecto a su ligando de activación 20
endógeno (ii) una sensibilidad conservada o potenciada con respecto a un agonista exógeno,
en cualquier caso en el que el receptor modificado es codificado por un ácido nucleico operativamente unido a un 
promotor específico de tipo de célula neuronal de modo que
dicho receptor modificado se expresa en dichas neuronas en el cerebro del mamífero;
(b) administrar a dicho mamífero dicho agonista exógeno,25

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

30
8. Un vector para su uso, o un agonista para su uso o un método según 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, 
más preferentemente Y113C/A203G.

9. Un vector para su uso, o un agonista para su uso o un método según se reivindica en una cualquiera de las 35
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 según se reivindica en una cualquiera de las 40
reivindicaciones 1 a 9 en donde el promotor específico 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 según se reivindica en una cualquiera de las 
reivindicaciones 1 a 10 en donde el agonista exógeno es una molécula sintética o un metabolito de la misma, que 
opcionalmente tiene un peso molecular de entre 100-1000 Da.45

12. Un vector para su uso, o un agonista para su uso o un método según se reivindica en una cualquiera de las 
reivindicaciones 1 a 11 en donde el agonista exógeno es clozapina-N-óxido, que se administra opcionalmente como 
clozapina o el agonista exógeno es perlapina.
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