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DESCRIPCIÓN 

Tratamiento para la esclerosis lateral amiotrófica 

Antecedentes de la invención 

La esclerosis lateral amiotrófica (ELA, también llamada enfermedad de Lou Gehrig) es una enfermedad 
neurodegenerativa, mortal e implacablemente progresiva, con una prevalencia de aproximadamente 5 personas de 5 
cada 100.000 cada año y una media en la edad de inicio de unos 60 años. Los pacientes con ELA sufren la 
degeneración de las neuronas motoras en el cerebro y en la médula espinal, lo que les conduce a una cierta 
debilidad muscular progresiva. La ELA representa entre alrededor de 1/300 a 1/400 de todas las muertes, lo que 
significa que alrededor de 1.000.000 de personas que ahora están vivas en los Estados Unidos desarrollarán en un 
futuro la ELA. La muerte ocurre típicamente 3-5 años después del inicio de la enfermedad, debido a una parálisis 10 
respiratoria. No existe ningún tratamiento eficaz para esta enfermedad; el único medicamento aprobado para el ELA 
(riluzol) solo extiende la vida de algunos pacientes con ELA en apenas unos 3 meses. Por lo tanto, sigue siendo 
necesario crear nuevos enfoques terapéuticos para el tratamiento de la ELA. 

Compendio 

La presente descripción abarca el sorprendente descubrimiento de que los agentes involucrados en la 15 
descomposición del ARNm mediado sin sentido (NMD) pueden proteger a las células neuronales del daño asociado 
a TDP-43 o FUS/TLS. Por lo tanto, la presente invención proporciona un polipéptido UPF1 o un ácido nucleico que 
codifica un polipéptido UPF1 para su uso en medicamentos y, específicamente, en el tratamiento o la prevención 
(por ejemplo, retraso del inicio) de la esclerosis lateral amiotrófica (ELA). En un aspecto, la presente descripción 
proporciona métodos para reducir la toxicidad del TDP-43 en una célula neuronal humana o célula glial humana que 20 
sufre dicha toxicidad o es susceptible a ella, que comprende proporcionar a la célula in vitro una cantidad 
terapéuticamente eficaz de un polipéptido UPF1, reduciendo así la toxicidad del TDP-43 en la célula. En algunas 
realizaciones, el paso de proporcionar comprende la administración de una composición que comprende el 
polipéptido UPF1, o un ácido nucleico que codifica el polipéptido UPF1. 

En los diversos aspectos, la presente descripción proporciona un polipéptido UPF o un nucleótido que codifica el 25 
polipéptido UPF1 para su uso en el tratamiento de la esclerosis lateral amiotrófica (ELA) en un sujeto humano, en el 
que un polipéptido UPF1, o un ácido nucleico que codifica un polipéptido de UPF1 debe administrarse a un sujeto 
que sufre ELA o es susceptible de sufrirla, y en el que la ELA está asociada con la toxicidad de TDP-43; o el sujeto 
no tiene ninguna mutación en un gen SOD1. En algunas realizaciones, la cantidad terapéuticamente efectiva se 
correlaciona con una probabilidad estadísticamente significativa de reducir la toxicidad del TDP-43 en una célula 30 
neuronal o una célula de la glía. En algunas realizaciones, la cantidad terapéuticamente efectiva se correlaciona con 
una probabilidad estadísticamente significativa de mejorar el procesamiento del ARNm en una célula neuronal o una 
célula glial. En algunas realizaciones, la enfermedad, trastorno o condición no está asociada con la toxicidad de 
SOD1. En algunas realizaciones, el polipéptido UPF1 o el ácido nucleico que codifica el polipéptido UPF1 debe 
administrarse en el SNC del sujeto, tal como por una inyección intratecal. 35 

En varios aspectos, la presente descripción proporciona un polipéptido UPF para su uso en el tratamiento de la ELA 
en un sujeto humano, en el que el polipéptido UPF1 debe administrarse a un sujeto que sufre ELA o es susceptible 
de padecerla, y en el que la ELA está asociada con la toxicidad de TDP-43 o el sujeto no tiene ninguna mutación en 
un gen SOD1. En algunas realizaciones, la cantidad terapéuticamente efectiva se correlaciona con una probabilidad 
estadísticamente significativa de reducir la toxicidad en una célula neuronal humana o una célula glial humana. En 40 
algunas realizaciones, la toxicidad es la toxicidad de TDP-43. En algunas realizaciones, la toxicidad no es la 
toxicidad de SOD1. En algunas realizaciones, la cantidad terapéuticamente efectiva se correlaciona con una 
probabilidad estadísticamente significativa de mejorar el procesamiento del ARNm en una célula neuronal humana o 
una célula glial humana.  

Se describen en este documento métodos para identificar un agente útil en el tratamiento de la ELA que comprende: 45 
poner en contacto una población de células neuronales o células gliales que sufren o son susceptibles frente a la 
toxicidad de FUS/TLS o TDP-43 con un agente de ensayo; determinar un número de células viables en la población 
después de la etapa de contacto; y comparar el número de células viables con un control; en el que el agente de 
ensayo que aumenta el número de células viables en relación con el control se identifica como un agente útil en el 
tratamiento de la ELA. En algunas realizaciones, las células neuronales o las células gliales se transfectan con un 50 
ácido nucleico que codifica FUS/TLS o TDP-43. 

También se describen en este documento métodos para identificar un agente útil en el tratamiento de la ELA que 
comprende: poner en contacto una población de células neuronales o células gliales que sufren o son susceptibles a 
la toxicidad de FUS/TLS o TDP-43 con un agente de ensayo; determinar un nivel de procesamiento del ARNm en la 
población de células neuronales o células gliales después de la etapa de contacto; y comparar el nivel de 55 
procesamiento de ARNm con un control; en el que el agente de ensayo que aumenta el nivel de procesamiento de 
ARNm en relación con el control se identifica como agente útil en el tratamiento del ELA. 
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También se describen en el presente documento métodos de identificación de un agente útil en el tratamiento de la 
ELA que comprende: poner en contacto una primera población de células neuronales o células gliales que sufren o 
son susceptibles a la toxicidad de FUS/TLS o TDP-43 con un agente de ensayo; determinar un primer número de 
células viables en la primera población después de la etapa de contacto; administrar un polipéptido NMD a una 
segunda población de células neuronales o células gliales que sufren o son susceptibles a la toxicidad de FUS/TLS 5 
o TDP-43; y determinar un segundo número de células viables en la segunda población después de la etapa de 
administración; en el que un primer número de células viables que es comparable al segundo número de células 
viables indica que el agente de ensayo es un agente útil en el tratamiento de la ELA. 

En varios aspectos, la presente descripción proporciona composiciones farmacéuticas para el uso de ELA que 
comprende un polipéptido UPF1, o un ácido nucleico que codifica un polipéptido UPF1, y un excipiente 10 
farmacéuticamente aceptable, en el que la ELA está asociada con la toxicidad de TDP-43 o el sujeto no tiene 
ninguna mutación en un gen SOD1. En algunas realizaciones, la composición farmacéutica comprende además un 
agente de reconocimiento. En algunas realizaciones, tras la administración a un sujeto, el agente de reconocimiento 
detecta selectivamente la composición en el cerebro. 

En varios aspectos, la presente descripción proporciona un polipéptido UPF1 para el tratamiento de la ELA en un 15 
sujeto humano que sufre o es susceptible de sufrir la ELA, en el que el polipéptido UPF1 debe administrarse a dicho 
sujeto, en el que el sujeto no tiene ninguna mutación en un gen SOD1. En algunas realizaciones, el sujeto tiene una 
mutación en un gen ALS2, un gen VAPB, un gen SETX, un gen TDP-43, un gen FUS/TLS o un gen OPTN.  

Breve descripción de los dibujos 

Las siguientes figuras se presentan únicamente con fines ilustrativos y no pretenden ser limitantes. 20 

La FIG. 1A es una representación gráfica de la muerte celular de neuronas después de la expresión de UPF1.  

La FIG. 1B es una representación gráfica de la muerte celular de neuronas tras la expresión de TDP-43 y UPF1. 

Los materiales, métodos y ejemplos son ilustrativos solamente y no pretenden ser limitantes. A menos que se defina 
lo contrario, todos los términos técnicos y científicos utilizados en este documento tienen el mismo significado que 
comúnmente es entendido por los expertos en la técnica a la que pertenece esta invención. Aunque puedan 25 
utilizarse en la práctica métodos y materiales similares o equivalentes a los descritos en el presente documento o en 
las pruebas de la presente invención, a continuación se describen algunos métodos y materiales adecuados.  

Otras características y ventajas de la invención serán evidentes a partir de la siguiente descripción detallada, y de 
las reivindicaciones. 

Definiciones 30 

Para que la presente invención se entienda más fácilmente, ciertos términos se definen primero a continuación. 
Otras definiciones para los siguientes términos y expresiones se establecen a lo largo de la memoria descriptiva. 

Aproximadamente: Tal como se utiliza en el presente documento, el término "aproximadamente", tal como se aplica 
a uno o más valores de interés, se refiere a un valor que es similar a un valor de referencia declarado. En ciertas 
realizaciones, el término "aproximadamente" se refiere a un intervalo de valores dentro del 25%, 20%, 19%, 18%, 35 
17%, 16%, 15%, 14%, 13%, 12%, 11%, 10%, 9%, 8%, 7%, 6%, 5%, 4%, 3%, 2%, 1%, o menos en cualquier 
dirección (mayor o menor que) del valor de referencia indicado a menos que se indique lo contrario o sea evidente 
de otro modo a partir del contexto (excepto cuando dicho número supere el 100% de un valor posible). 

Mejora: Tal como se utiliza en el presente documento, el término "mejora" significa la prevención, reducción o 
paliación de un estado, o la mejora del estado de un sujeto. La mejora incluye, pero no requiere, una recuperación 40 
completa o prevención completa de una condición de enfermedad. 

Parte característica: Tal como se utiliza en el presente documento, la expresión "parte característica" de una 
sustancia, en el sentido más amplio, es aquel que comparte cierto grado de secuencia o identidad estructural con 
respecto a toda la sustancia. En determinadas realizaciones, una parte característica comparte al menos una 
característica funcional con la sustancia intacta. Por ejemplo, en algunas realizaciones, una "porción característica" 45 
de un polipéptido o proteína es una que contiene un tramo continuo de aminoácidos, o una colección de tramos 
continuos de aminoácidos, que juntos son característicos de un polipéptido o proteína. En algunas realizaciones, 
cada uno de estos tramos continuos contiene al menos 2, 5, 10, 15, 20, 50 o más aminoácidos. En algunas 
realizaciones, dicho tramo continuo incluye ciertos residuos cuya posición e identidad son fijas; ciertos residuos cuya 
identidad tolera cierta variabilidad (es decir, se acepta uno de los pocos residuos especificados); y, opcionalmente, 50 
ciertos residuos cuya identidad es variable (es decir, se acepta cualquier residuo). En general, una porción 
característica de una sustancia (por ejemplo, de un polipéptido o proteína) es una que, además de la identidad de 
secuenciación y/o estructural especificada anteriormente, comparte al menos una característica funcional con la 
sustancia intacta pertinente. En algunas realizaciones, una porción característica puede ser biológicamente activa. 
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Secuencia característica: Una "secuencia característica" es una secuencia que se encuentra en todos los miembros 
de una familia de polipéptidos o ácidos nucleicos y, por lo tanto, puede ser utilizada por los expertos en la técnica 
para definir a los miembros de la familia. 

Terapia combinada: La expresión "terapia combinada", tal como se utiliza en el presente documento, se refiere a 
aquellas situaciones en las que dos o más agentes farmacéuticos diferentes se administran en regímenes 5 
concomitantes para que el sujeto se exponga simultáneamente a ambos agentes. Cuando se utiliza en terapia de 
combinación, se pueden administrar dos o más agentes diferentes simultáneamente o por separado. Esta 
administración en combinación puede incluir la administración simultánea de los dos o más agentes en la misma 
forma de dosificación, la administración simultánea en formas de dosificación separadas, y la administración 
separada. Es decir, dos o más agentes se pueden formular juntos en la misma forma de dosificación y se 10 
administran simultáneamente. Alternativamente, dos o más agentes se pueden administrar simultáneamente, donde 
los agentes están presentes en formulaciones separadas. En otra alternativa, un primer agente se puede administrar 
solo seguido de uno o más agentes adicionales. En el protocolo de administración independiente, se pueden 
administrar dos o más agentes con unos minutos de diferencia, o con unas horas de diferencia, o con unos días de 
diferencia. 15 

Comparable: La expresión "comparable", tal como se utiliza en el presente documento, se refiere a un sistema, 
conjunto de condiciones, efectos o resultados que son lo suficientemente similares a un sistema de prueba, conjunto 
de condiciones, efectos o resultados, que permiten una comparación científicamente legítima. Los expertos en la 
técnica apreciarán y comprenderán qué sistemas, conjuntos de condiciones, efectos o resultados son 
suficientemente similares para ser "comparables" a cualquier sistema de prueba en particular, conjunto de 20 
condiciones, efectos o resultados como se describe en el presente documento. 

Correlatos: El término "correlatos", tal como se utiliza en el presente documento, tiene su significado corriente de 
"mostrar una correlación con". Los expertos en la técnica apreciarán que dos características, elementos o valores 
muestran una correlación entre sí si muestran una tendencia a aparecer y/ o a variar, juntos. En algunas 
realizaciones, una correlación es estadísticamente significativa cuando su valor p es menor que 0,05; en algunas 25 
realizaciones, una correlación es estadísticamente significativa cuando su valor p es menor que 0,01. En algunas 
realizaciones, la correlación se evalúa mediante el análisis de regresión. En algunas realizaciones, una correlación 
es un coeficiente de correlación.  

Homología: Tal como se utiliza en el presente documento, el término "homología" se refiere a la relación general 
entre moléculas poliméricas, por ejemplo, entre moléculas de ácido nucleico (por ejemplo, moléculas de ADN y/o 30 
moléculas de ARN) y/o entre moléculas de polipéptidos. En algunas realizaciones, las moléculas poliméricas se 
consideran "homólogas" entre sí si sus secuencias son al menos 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 
70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, o 99% idénticas. En algunas realizaciones, las moléculas poliméricas se 
consideran "homólogas" entre sí si sus secuencias son al menos 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 
70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95% o 99% similares. 35 

Identidad: Tal y como se utiliza en el presente documento, el término "identidad" se refiere a la relación general entre 
moléculas poliméricas, por ejemplo, entre moléculas de ácido nucleico (por ejemplo, moléculas de ADN y/o 
moléculas de ARN) y/o entre moléculas de polipéptidos. El cálculo de la identidad porcentual de dos secuencias de 
ácido nucleico, por ejemplo, se puede realizar alineando las dos secuencias con fines de comparación óptimos (por 
ejemplo, se puede inducir las huecos en una o ambas secuencias de ácido nucleico para una alineación óptima y las 40 
secuencias no idénticas pueden ser ignoradas a efectos de comparación). En determinadas realizaciones, la 
longitud de una secuencia alineada a efectos de comparación es al menos un 30%, al menos 40%, al menos 50%, al 
menos 60%, al menos 70%, al menos 80%, al menos 90%, al menos 95%, o sustancialmente 100% de la longitud de 
la secuencia de referencia. A continuación, se comparan los nucleótidos en las posiciones de los nucleótidos 
correspondientes. Cuando es ocupada una posición en la primera secuencia por el mismo nucleótido que la posición 45 
correspondiente en la segunda secuencia, entonces las moléculas son idénticas en esa posición. El porcentaje de 
identidad entre las dos secuencias es una función del número de posiciones idénticas compartidas por las 
secuencias, teniendo en cuenta el número de huecos, y la longitud de cada hueco, que debe introducirse para una 
alineación óptima de las dos secuencias. La comparación de secuencias y la determinación de la identidad 
porcentual entre dos secuencias se puede realizar mediante un algoritmo matemático. Por ejemplo, la identidad 50 
porcentual entre dos secuencias de nucleótidos se puede determinar utilizando el algoritmo de Meyers y Miller 
(CABIOS, 1989, 4:11-17), que se ha incorporado al programa ALIGN (versión 2.0) utilizando una tabla de residuos 
de peso PAM120, una penalización de longitud de hueco de 12 y una penalización de hueco de 4. El porcentaje de 
identidad entre dos secuencias de nucleótidos puede, alternativamente, determinarse utilizando el programa GAP en 
el paquete de software GCG utilizando una matriz NWSgapdna.CMP.  55 

Mejorar, aumentar o reducir: Tal y como se utiliza en el presente documento, los términos "mejorar", "aumentar" o 
"reducir" o sus equivalentes gramaticales, indican valores que son relativos a una medición de referencia (por 
ejemplo, línea de base), como una medición tomada en condiciones comparables (por ejemplo, en el mismo 
individuo antes del inicio del tratamiento descrito en el presente documento, o una medición en un individuo de 
control (o múltiples individuos de control) en ausencia de tratamiento) descrito en el presente documento. 60 
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Agente NMD: Como se utiliza en el presente documento, la expresión "agente NMD" se refiere a un polipéptido 
NMD, un ácido nucleico que codifica un polipéptido NMD, o un agente que aumenta el nivel y/o la actividad del 
polipéptido NMD. En algunas realizaciones, un agente NMD es un agente terapéutico.  

Polipéptido NMD: Como se utiliza en el presente documento, la expresión "polipéptido NMD" se refiere a un 
polipéptido cuya secuencia de aminoácidos incluye al menos una secuencia característica y/o muestra al menos 5 
100%, 99%, 98%, 97%, 96%, 95%, 94%, 93%, 92%, 91%, 90%, 89%, 88%, 87%, 86%, 85%, 84%, 83%, 82%, 81%, 
80%, 79%, 78%, 77%, 76%, 75%, 74%, 73%, 72%, 71% o 70% de identidad con una proteína involucrada en la 
descomposición del ARNm mediada anti-sentido (por ejemplo, UPF1, UPF2, UPF3, SMG1, SMG5, SMG6 o SMG7). 
Una amplia variedad de secuencias NMD de moscas, vertebrados, y mamíferos son conocidas en la técnica, como 
las descritas en el presente documento; en algunas realizaciones, un polipéptido NMD comparte al menos una 10 
secuencia característica y / o muestra el grado especificado de identidad de secuencia global con uno de los UPF1, 
UPF2, UPF3, SMG1, SMG5, SMG6, o SMG7 establecidos en el presente documento (cada uno de los cuales puede 
ser considerado un polipéptido NMD de "referencia"). En algunas realizaciones, un polipéptido NMD, tal y como se 
describe en este documento, comparte al menos una actividad biológica con un polipéptido NMD de referencia como 
se establece en el presente documento. En algunas de esas realizaciones, la actividad biológica compartida se 15 
relaciona con la descomposición del ARNm mediada anti-sentido. 

Polipéptido: Tal y como se utiliza en el presente documento, un "polipéptido", hablando en términos generales, es 
una cadena de al menos dos aminoácidos unidos entre sí por un enlace peptídico. En algunas realizaciones, un 
polipéptido puede incluir al menos 3-5 aminoácidos, cada uno de los cuales se une a otros por medio de al menos 
un enlace péptido. Los expertos en la técnica apreciarán que los polipéptidos a veces incluyen aminoácidos "no 20 
naturales" u otras entidades que, sin embargo, son capaces de integrarse en una cadena de polipéptidos, 
opcionalmente. 

Proteína: Tal y como se utiliza en el presente documento, el término "proteína" se refiere a un polipéptido (es decir, 
una cadena de al menos dos aminoácidos unidos entre sí por enlaces peptídicos). Las proteínas pueden incluir 
restos distintos de los aminoácidos (por ejemplo, pueden ser glicoproteínas, proteoglicanos, etc.) y/o pueden 25 
procesarse o modificarse de otro modo. Los expertos en la técnica apreciarán que una "proteína" puede ser una 
cadena de polipéptidos completa tal y como es producida por alguna célula (con o sin una secuencia de señal), o 
puede ser una porción característica de la misma. Los expertos apreciarán que una proteína puede incluir algunas 
veces más de una cadena de polipéptidos, por ejemplo, unidos por uno o más enlaces de disulfuro o asociados por 
otros medios. Los polipéptidos pueden contener L-aminoácidos, D-aminoácidos, o ambos y pueden contener 30 
cualquiera de una variedad de modificaciones de aminoácidos o análogos conocidos en la técnica. Las 
modificaciones útiles incluyen, por ejemplo, acetilación terminal, amidación, metilación, etc. En algunas 
realizaciones, las proteínas pueden comprender aminoácidos naturales, aminoácidos no naturales, aminoácidos 
sintéticos y sus combinaciones. El término "péptido" se utiliza generalmente para referirse a un polipéptido que tiene 
una longitud de menos de 100 aminoácidos, menos de unos 50 aminoácidos, menos de 20 aminoácidos, o menos 35 
de 10 aminoácidos. 

Proporcionar: Tal y como se utiliza en el presente documento, el término "proporcionar" se refiere a la realización de 
una manipulación que hace que una entidad de interés esté presente en un nivel y/o con una actividad superior a la 
observada en condiciones de otro modo comparables previo o sin ninguna manipulación. En algunas realizaciones, 
proporcionar consiste o comprende la administración de la propia entidad (sola o como parte de una composición); 40 
en alguna realización, proporcionar consiste o comprende la administración de un agente que cause un aumento en 
el nivel y /o la actividad de la entidad de interés. Por ejemplo, cuando la entidad de interés es o comprende un 
polipéptido, en algunas realizaciones, "proporcionar" el polipéptido consiste o comprende la administración del 
polipéptido (por ejemplo, a una célula, ya sea aislada o en un organismo); en algunas realizaciones, "proporcionar" el 
polipéptido consiste o comprende la administración de un ácido nucleico que codifica el polipéptido; en algunas 45 
realizaciones, "proporcionar" el polipéptido consiste o comprende la administración de un agente que resulta en una 
mayor expresión de una copia endógena del polipéptido (por ejemplo, estimulando una o más de una transcripción, 
procesamiento de ARN, traducción, etc. y/o inhibiendo un inhibidor de uno de estos). 

Referencia: Una entidad de "referencia", sistema, cantidad, conjunto de condiciones, etc., es una contra la cual se 
compara una entidad de prueba, sistema, cantidad, conjunto de condiciones, etc. como se describe en el presente 50 
documento. Por ejemplo, en algunas realizaciones, un individuo de "referencia" es un individuo de control que no 
está sufriendo ninguna forma de la enfermedad ELA o no es susceptible a esta tampoco; en algunas realizaciones, 
un individuo de "referencia" es un individuo de control afectado con la misma forma de la enfermedad de ELA que un 
individuo que esté siendo tratado y, opcionalmente, que tiene aproximadamente la misma edad que el individuo que 
está siendo tratado (para asegurar que las etapas de la enfermedad en el individuo tratado y el individuo o individuos 55 
control sean comparables. 

Sujeto: Tal y como se utiliza en el presente documento, el término "sujeto", "individuo" o "paciente" se refiere a 
cualquier organismo sobre el que las realizaciones de la invención pueden ser utilizadas o administradas, por 
ejemplo, con fines experimentales, diagnósticos, profilácticos y/o terapéuticos. Los sujetos típicos incluyen animales 
(por ejemplo, mamíferos como ratones, ratas, conejos, primates no humanos y seres humanos; insectos; gusanos; 60 
etc.). 
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Célula diana o tejido diana: Tal y como se utiliza en el presente documento, las expresiones "célula diana" o "tejido 
diana" se refieren a cualquier célula, tejido u organismo que se vea afectado por la ELA a tratar, o cualquier célula, 
tejido u organismo en el que se exprese alguna proteína implicada en la ELA. En algunas realizaciones, las células 
diana, los tejidos diana u organismos diana incluyen aquellas células, tejidos u organismos en los que hay una 
cantidad detectable o anormalmente alta de FUS o TDP-43 (por ejemplo, comparable a la observada en pacientes 5 
que sufren o son susceptibles de sufrir ELA). En algunas realizaciones, las células diana, los tejidos diana u 
organismos diana incluyen aquellas células, tejidos u organismos que muestran una patología, síntoma o 
característica asociado a una enfermedad. 

Agente terapéutico: Tal y como se utiliza en el presente documento, la frase "agente terapéutico" se refiere a 
cualquier agente que, cuando se administra a un sujeto, tiene un efecto terapéutico y/o provoca un efecto biológico 10 
y/o farmacológico deseado.  

Régimen terapéutico: Tal y como se utiliza en el presente documento, la expresión "régimen terapéutico" se refiere a 
cualquier agente utilizado para aliviar, parcial o completamente, mejorar, paliar, inhibir, prevenir, retrasar la aparición 
de uno o más síntomas o características de una enfermedad, trastorno, y / o condición particular, reducir su 
gravedad y / o reducir la incidencia. Puede incluir la administración de una o más dosis, opcionalmente espaciadas 15 
por intervalos de tiempo regulares o variados. En algunas realizaciones, un régimen terapéutico es aquel cuyo 
rendimiento está diseñado para lograr y/o está correlacionado con el logro de un efecto particular (por ejemplo, en 
una población relevante de células, tejidos u organismos), por ejemplo, reduciendo o eliminando una condición o 
enfermedad perjudicial como la ELA. En algunas realizaciones, el tratamiento incluye la administración de uno o más 
agentes terapéuticos simultáneamente, secuencialmente o en diferentes momentos, durante la misma o diferente 20 
cantidad de tiempo. En algunas realizaciones, el "régimen de tratamiento" incluye métodos genéticos como la terapia 
génica, la eliminación de genes u otros métodos conocidos por inducir o reducir la expresión (por ejemplo, la 
transcripción, el procesamiento y/o la traducción de un producto genético en particular, como una transcripción 
primaria o ARNm). 

Cantidad terapéuticamente eficaz: Tal y como se utiliza en el presente documento, la expresión "cantidad 25 
terapéuticamente efectiva" se refiere a una cantidad de un agente terapéutico (por ejemplo, un polipéptido NMD) que 
confiere un efecto terapéutico sobre el sujeto tratado, con una relación beneficio/riesgo razonable aplicable a 
cualquier tratamiento médico. Tal efecto terapéutico puede ser objetivo (es decir, medible por alguna prueba o 
marcador) o subjetivo (es decir, el sujeto da una indicación o siente un efecto). En algunas realizaciones, la 
"cantidad terapéuticamente efectiva" se refiere a una cantidad de un agente terapéutico o una composición efectiva 30 
para tratar, mejorar o prevenir (por ejemplo, el retraso en su aparición) de una enfermedad o condición relevante, y/o 
exhibir un efecto terapéutico o preventivo detectable, tal y como es aliviar los síntomas asociados con la 
enfermedad, prevenir o retrasar el inicio de la enfermedad, y/o también disminuir la gravedad o frecuencia de los 
síntomas de la enfermedad. Una cantidad terapéuticamente eficaz debe comúnmente administrarse en un régimen 
de dosificación que puede comprender múltiples dosis unitarias. Para cualquier agente terapéutico en particular, una 35 
cantidad terapéuticamente eficaz (y/o una dosis unitaria adecuada dentro de un régimen de dosificación eficaz) 
puede variar, por ejemplo, dependiendo de la vía de administración, o de la combinación con otros agentes 
terapéuticos. 

Alternativamente o adicionalmente, una cantidad específica terapéuticamente eficaz (y/o dosis unitaria) para 
cualquier paciente en particular puede depender de una variedad de factores, incluyendo la forma particular de ELA 40 
que se está tratando; la gravedad de la ELA; la actividad del agente terapéutico específico empleado; la composición 
específica empleada; la edad, el peso corporal, el estado de salud general, el sexo y la dieta del paciente; el tiempo 
de administración, la vía de administración y/o la tasa de excreción o metabolismo del agente terapéutico específico 
empleado; la duración del tratamiento; y factores similares como son reconocidos en las artes médicas.  

Tratamiento: Tal y como se utiliza en el presente documento, el término "tratamiento" (también "tratar" o "que trata") 45 
se refiere a cualquier administración de un agente terapéutico (por ejemplo, un polipéptido NMD) de acuerdo con un 
régimen terapéutico que logra un efecto deseado en el sentido de que alivia parcial o completamente, mejora, palia, 
inhibe, retrasa la aparición, reduce la gravedad y/o reduce la incidencia de uno o más síntomas o características de 
una enfermedad en particular, trastorno, y / o condición (por ejemplo, ELA); en algunas realizaciones, la 
administración del agente terapéutico de acuerdo con el régimen terapéutico está correlacionada con el logro del 50 
efecto deseado. Dicho tratamiento puede ser en un sujeto que no presente signos de enfermedad, ni de trastorno y/o 
condición relevante y/o en un sujeto que sólo presente signos iniciales de la enfermedad, trastorno y/o condición. 
Alternativa o adicionalmente, dicho tratamiento puede ser en un sujeto que presente uno o más signos establecidos 
de la enfermedad, trastorno y/o condición pertinentes. En algunas realizaciones, el tratamiento puede ser en un 
sujeto que haya sido diagnosticado como que sufre de una enfermedad, trastorno y/o condición relevantes. En 55 
algunas realizaciones, el tratamiento puede ser en un sujeto que se sabe que tiene uno o más factores de 
susceptibilidad que están estadísticamente correlacionados con un mayor riesgo del desarrollo de la enfermedad, 
trastorno y/o condición pertinentes. 

Descripción detallada de la invención 
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La presente descripción abarca el sorprendente descubrimiento de que la UPF1 puede prevenir la toxicidad neuronal 
debida a TDP-43. La UPF1 es una proteína involucrada en la destrucción del ARNm mediado sin sentido (NMD). En 
consecuencia, la descripción proporciona, entre otras cosas, diversas modalidades terapéuticas, incluyendo el uso 
del polipéptido NMD UPF1 para tratar la esclerosis lateral amiotrófica (ELA). 

Esclerosis lateral amiotrófica (ELA) 5 

La ELA, que existe en formas heredadas y aleatorias, se caracteriza por la degeneración de las neuronas motoras 
espinales, lo que conduce a la parálisis y la muerte. Mientras que la mayoría de las formas de ELA son esporádicas 
e idiopáticas (ELAe), alrededor del 10% de los casos se heredan de una manera mendeliana y se denomina en tal 
caso ELA familiar (ELAf). La presente invención proporciona composiciones y métodos útiles para el tratamiento de 
la ELA. 10 

Mediante el análisis genético, se han identificado varios genes que causan las ELAf. Las primeras mutaciones 
fueron identificadas en SOD1, que codifica la superóxido dismutasa de cobre/zinc expresada ubicuamente. Estas 
variantes están involucradas en aproximadamente el 20% de los casos de ELAf en todo el mundo (Rosen et al., 
Nature 362:59-62 (1993)). Otros genes involucrados en las ELAf incluyen genes que codifican para alsin (ALS2), una 
proteína B de membrana asociada a vesículas (VAPB) (Nishimura et al., Am. J. Hum. Genet. 75:822-831 (2004)), 15 
senataxin (SETX) (Chen et al., Am. J. Hum. Genet. 74:1128-1135 (2004)), Proteína de unión al ADN TAR (TDP-43) 
(Sreedharan et al., Science 319:1668-1672 (2008)), fusionado en sarcoma o transubicado en liposarcoma 
(FUS/TLS) (Kwiatkowski et al., Science 323:1205-1208 (2009); Vance et al., Science 323:1208-1211 (2009)), y 
optineurin (OPTN) (Maruyama et al., Nature 465:223-226 (2010)). El FUS/TLS es una proteína de unión al ácido 
nucleico en la que, cuando se muta, puede causar un subconjunto de ELAf y también puede aumentar el riesgo de 20 
padecer la enfermedad esporádica. Aunque el FUS/TLS se encuentra por lo normal predominantemente en el 
núcleo, las formas mutantes patógenas de FUS/TLS pasan, y las inclusiones de forma, al citoplasma de las 
neuronas motoras espinales afectadas o la glía. 

Los estudios de estos genes han proporcionado información sobre los procesos bioquímicos que pueden ser 
fundamentales en la ELA. Los mecanismos putativos de las neuronas motoras que reconocen la toxicidad incluyen 25 
la excitotoxicidad del glutamato, el daño oxidativo, la inhibición proteosómica, la disfunción mitocondrial, el estrés 
RE, defectos en el transporte axonal, deficiencia de señalización del factor de crecimiento y disfunción celular glial 
(Rothstein et al., Ann. Neurol. 65:S3-S9 (2009); Ilieva et al., J. Cell Biol. 187:761-772 (2009)). 

Descomposición del ARNm mediado sin sentido 

En las células de mamíferos, la expresión de genes codificantes proteicos requiere una serie de pasos en los que el 30 
pre-mRNA se procesa hasta ARNm en el núcleo antes de que el ARNm se traduzca en proteínas en el citoplasma. 
Estos pasos están sujetos a controles de calidad para garantizar que sólo el ARNm completamente procesado se 
exporte al citoplasma (véase, por ejemplo, Maquat et al., Cell 104:173-176 (2001)). Una forma de control de calidad, 
llamada vigilancia del ARNm o descomposición del ARNm mediado por sin sentido (NMD), degrada los ARNm que 
terminan prematuramente la traducción más de 50-55 nucleótidos después de una unión exón-exón como un medio 35 
para prevenir la síntesis de proteínas truncadas potencialmente dañinas (ver, por ejemplo, Maquat, J. Cell Sci. 
118:1773-1776 (2005); Nicholson et al., Biochem. Soc. Trans. 38:1615-20 (2010)). Un número de proteínas están 
involucradas en NMD en las células de mamíferos, incluyendo UPF1, UPF2, UPF3, SMG1, SMG5, SMG6 y SMG7 
(Wittkopp et al., Mol. Cell Biol. 29:3517-3528 (2009); Rehwinkel et al, Trends Biochem. Sci. 31:639-646 (2006); 
Rehwinkel et al., RNA 11:1530-1544 (2005)). Según la presente descripción, cualesquiera polipéptidos NMD se 40 
pueden utilizar para tratar la ELA en los métodos descritos en este documento. 

Secuencias de ácido nucleico que codifican polipéptidos NMD 

Los métodos, usos y composiciones descritos en este documento incluyen, por ejemplo, ácidos nucleicos que 
codifican el polipéptido NMD UPF1. Según la presente descripción, tales ácidos nucleicos (y polipéptidos) son útiles 
en el tratamiento de la ELA. En algunas realizaciones, tales ácidos nucleicos tienen o incluyen una secuencia de 45 
nucleótidos como se establece en SEQ ID NO:1, o elementos de secuencia característicos de los mismos o en los 
mismos. En algunas realizaciones, los ácidos nucleicos útiles muestran al menos 100%, 99%, 98%, 97%, 96%, 95%, 
94%, 93%, 92%, 91%, 90%, 89%, 88%, 87%, 86%, 85%, 84%, 83%, 82%,81%, 80%, 79%, 78%, 77%, 76%, 75%, 
74%, 73%, 72%, 71% o 70% de identidad de secuencia general con SEQ ID NO:1. Alternativamente o además, en 
algunas realizaciones, los ácidos nucleicos útiles incluyen al menos 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 50 
19, 20, 21, 22, 23, 24, 25 o más residuos contiguos que se encuentran en SEQ ID NO:1. En algunas realizaciones, 
se generan ácidos nucleicos útiles in vitro, en algunas realizaciones, se generan ácidos nucleicos in vivo útiles. En 
algunas realizaciones, se generan ácidos nucleicos útiles utilizando medios tecnológicos de ingeniería genética (por 
ejemplo, para la producción y/o la mutagénesis de una secuencia de referencia). Por poner sólo algunos ejemplos, 
en algunas realizaciones, las variantes de ácido nucleico de SEQ ID NO:1 se generan utilizando técnicas tales como 55 
mutagénesis dirigida al sitio, mutagénesis química aleatoria, procedimientos de eliminación de exonucleasa III y 
técnicas de clonación estándar. En algunas realizaciones, los ácidos nucleicos útiles se generan utilizando 
procedimientos de síntesis y/o de modificación química.  

E13845040
19-05-2020ES 2 792 151 T3

 



8  

Diversos métodos de fabricación de ácidos nucleicos que son "variantes" con respecto al ácido nucleico de 
referencia (por ejemplo, un ácido nucleico de origen natural u otro tipo) son habituales en la técnica. Estos incluyen, 
por ejemplo, procedimientos en los que las secuencias de ácido nucleico obtenidas a partir de aislados naturales son 
modificados para generar ácidos nucleicos que codifican polipéptidos con características que mejoran su valor en 
aplicaciones industriales o de laboratorio. En algunas de tales realizaciones de dichos procedimientos, se genera y 5 
caracteriza un gran número de secuencias de variantes que tienen una o más diferencias de nucleótidos con 
respecto a la secuencia obtenida del aislado natural. Típicamente, estas diferencias de nucleótidos resultan en 
cambios de aminoácidos con respecto a los polipéptidos codificados por los ácidos nucleicos de los aislados 
naturales.  

Por ejemplo, se pueden crear variantes utilizando una PCR propensa a errores (véase, por ejemplo, Leung et al., 10 
Technique 1:11-15, 1989; y Caldwell et al., PCR Methods Applic. 2:28-33, 1992). En la PCR propensa a errores, la 
PCR se realiza en condiciones en las que la fidelidad de la copia de la ADN polimerasa es baja, de modo que se 
obtiene una alta tasa de mutaciones puntuales a lo largo de toda la longitud del producto PCR. Brevemente, en tales 
procedimientos, los ácidos nucleicos que se mutan se mezclan con cebadores de la PCR, tampón de reacción, 
MgCl2, MnCl2, Taq polimerasa, y una concentración adecuada de dNTPS para lograr una alta tasa de mutación 15 
puntual a lo largo de toda longitud del producto PCR. Por ejemplo, la reacción se puede realizar utilizando 20 fmoles 
de ácido nucleico a ser mutado, 30 pmol de cada cebador PCR, un tampón de reacción compuesto por 50 mM de 
KCl,10 mM de Tris HCl (pH 8,3), y 0,01% de gelatina, MgCl2 7 mM, MnCl2 0,5 mM, 5 unidades de polimerasa Taq, 
0,2 mM de dGTP, 0,2 mM de dATP, 1 mM de dCTP y 1 mM de dTTP. La PCR se puede realizar durante 30 ciclos de 
94ºC durante 1 min, 45ºC durante 1 min y 72ºC durante 1 min. Sin embargo, se apreciará que estos parámetros 20 
pueden variar según corresponda. Los ácidos nucleicos mutagenizados se clonan en un vector apropiado y se 
evalúan las actividades de los polipéptidos codificados por los ácidos nucleicos mutagenizados. 

Las variantes también se pueden crear utilizando mutagénesis dirigida por oligonucleótidos para generar mutaciones 
específicas del sitio en cualquier ADN clonado de interés. La mutagénesis de oligonucleótidos se describe, por 
ejemplo, en Reidhaar-Olson et al., Science 241:53-57 (1988). En resumen, en tales procedimientos se sintetiza una 25 
pluralidad de oligonucleótidos bicatenario que llevan una o más mutaciones que se deben introducir al ADN clonado 
y se insertan en el ADN clonado para ser mutagenizados. Se recuperan clones que contienen el ADN mutagenizado 
y se evalúan las actividades de los polipéptidos que codifican. 

Otro método para generar variantes es el montaje de la PCR. El montaje de la PCR implica la incorporación de un 
producto PCR a partir de una mezcla de pequeños fragmentos de ADN. Un gran número de reacciones PCR 30 
diferentes se producen en paralelo en el mismo vial, con los productos de una reacción cebando los productos de 
otra reacción. La PCR de montaje se describe, por ejemplo, en la Pat. de EE.UU. No. 5.965.408. Otro método de 
generación de variantes es la mutagénesis PCR sexual. En la mutagénesis PCR sexual, la recombinación homóloga 
forzada ocurre entre las moléculas de ADN de diferentes, pero altamente relacionadas, secuencias de ADN in vitro 
como resultado de una fragmentación aleatoria de la molécula de ADN basada en la homología de secuencia. Esto 35 
es seguido por la fijación del cruce por la extensión de cebador en una reacción PCR. La mutagénesis de la PCR 
sexual está escrita, por ejemplo, en Stemmer, Proc. Natl. Acad. Sci., USA, 91:10747-10751 (1994).   

También pueden ser creadas variantes por mutagénesis in vivo. En algunas realizaciones, las mutaciones aleatorias 
en una secuencia de ácido nucleico se generan propagando la secuencia en una cepa bacteriana, tal como en una 
cepa de E. coli, que transmite mutaciones en una o más de las vías de reparación del ADN. Estas cepas 40 
"mutadoras" tienen una tasa de mutación aleatoria más alta que la de una cepa de tipo salvaje. La propagación de 
una secuencia de ADN en una de estas cepas generará mutaciones aleatorias dentro del ADN. Las cepas 
mutadoras adecuadas para su uso para la mutagénesis in vivo se describen, por ejemplo, en la Publicación PCT No. 
WO 91/16427. 

También se pueden generar variantes utilizando mutagénesis de casete. En la mutagénesis de casete, una pequeña 45 
región de una molécula de ADN bicatenario se reemplaza por un "casete" de oligonucleótido sintético que difiere de 
la secuencia nativa. El oligonucleótido a menudo contiene una secuencia nativa completa y / o parcialmente 
aleatoria. La mutagénesis recursiva del conjunto también se puede utilizar para generar variantes. La mutagénesis 
recursiva del conjunto es un algoritmo para la ingeniería de proteínas (es decir, mutagénesis de proteínas) 
desarrollada para producir diversas poblaciones de mutantes fenotípicamente relacionados cuyos miembros difieren 50 
en la secuencia de aminoácidos. Este método utiliza un mecanismo de retroalimentación para controlar rondas 
sucesivas de mutagénesis combinatoria de casete. La mutagénesis de conjuntos recursivos se describe, por 
ejemplo, en Arkin et al., Proc. Natl. Acad. Sci., USA 89:7811-7815 (1992). 

En algunas realizaciones, se crean variantes utilizando mutagénesis de conjunto exponencial. La mutagénesis de 
conjunto exponencial es un procedimiento para generar bibliotecas combinatorias con un alto porcentaje de 55 
mutantes únicos y funcionales, en el que pequeños grupos de residuos se aleatorizan en paralelo para identificar, en 
cada posición alterada, aminoácidos que conducen a proteínas funcionales. La mutagénesis de ensamblaje 
exponencial se describe, por ejemplo, en Delegrave et al., Biotech. Res. 11:1548-1552 (1993). La mutagénesis 
aleatoria y dirigida por el sitio se describen, por ejemplo, en Arnold, Curr. Opin. Biotech. 4:450-455 (1993). En 
algunas realizaciones, se crean variantes utilizando procedimientos de barajado en los que porciones de una 60 
pluralidad de ácidos nucleicos que codifican polipéptidos distintos se fusionan para crear secuencias de ácido 
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nucleico quimérico que codifican polipéptidos quiméricos como se describe, por ejemplo, en las patentes de EE.UU. 
Nos. 5.965.408 y 5.939.250. 

En algunas realizaciones, los ácidos nucleicos para su uso de acuerdo con la presente descripción comprenden 
residuos de nucleótidos de origen natural. En algunas realizaciones, los ácidos nucleicos para su uso de acuerdo 
con la presente descripción incluyen uno o más "análogos" de nucleótidos. Un análogo de nucleótido es un 5 
nucleótido (es decir, una entidad que se incorpora a un polímero de ácido nucleico sin alterar significativamente la 
estructura y/o función de ese polímero) cuya estructura química difiere de la de los residuos de referencia de ácidos 
ribonucleicos o desoxirribonucleicos naturales adenina, guanina, citosina, timina y uracilo. En algunas realizaciones, 
un análogo de nucleótido difiere de su nucleótido de referencia en el resto base, el resto azúcar y/o la estructura de 
fosfato. En algunas realizaciones, un análogo de nucleótido contribuye a una o más características alteradas en un 10 
polímero de ácido nucleico en el que se incorpora en comparación con un polímero de ácido nucleico comparable 
que contiene su nucleótido de referencia en lugar del análogo. Por ejemplo, en algunas realizaciones, dicho polímero 
que contiene el análogo muestra mejores estabilidad, hibridación y/o solubilidad. 

En algunas realizaciones, las alteraciones del resto de la base que se encuentran en los análogos de nucleótidos 
incluyen desoxiuridina para la desoxitimidina y 5-metil-2'-desoxicitidina o 5-bromo-2'-desoxicitidina para la 15 
desoxicitodina. En algunas realizaciones, las alteraciones del resto del azúcar que se encuentran en los análogos de 
nucleótidos incluyen la modificación del 2'-hidroxilo del azúcar de ribosa para formar azúcares de 2'-O-metilo o 2'-O-
alilo. En algunas realizaciones, las alteraciones de la estructura de la desoxirribosa fosfato que se encuentran en los 
análogos de nucleótidos incluyen ácidos nucleicos de morfonilo, en los que cada resto base se une a un anillo de 
seis miembros de morfolino o ácidos nucleicos peptídicos, en los que la estructura de desoxifosfato se sustituye por 20 
una estructura de pseudopéptido y se conservan las cuatro bases (véase, por ejemplo, Summerton et al., Antisense 
Nucleic Acid Drug Dev. 7:187-195 (1997); Hyrup et al., Bioorgan. Med. Chem. 4:5-23(1996)). Alternativa o 
adicionalmente, los análogos de nucleótidos pueden tener una estructura de fosfotioato o fosfoditioato, un 
fosforoamidito o una estructura de fosfotriester de alquilo.  

En algunos casos, un polinucleótido UPF1 o variante para su uso de acuerdo con la presente descripción incluye 25 
alteraciones de codón o codones para optimizar la expresión en una célula huésped determinada. Por ejemplo, para 
la expresión en E. coli, un polinucleótido o variante NMP puede incluir uno o más codones alterados como se 
describe, por ejemplo, en Grosjean et al., Gene 18:199-209 (1982). 

Polipéptidos NMD 

Los métodos, usos y composiciones descritos utilizan el polipéptido NMD UPF1. Según la presente descripción, este 30 
polipéptido es útil en el tratamiento de la ELA. En algunas realizaciones, tal polipéptido útil en la práctica de la 
presente descripción tiene o incluye la secuencia de aminoácidos que se establece en SEQ ID NO:2, o elementos de 
secuencia característicos de la misma o en la misma. En algunas realizaciones, los polipéptidos útiles muestran al 
menos 100%, 99%, 98%, 97%, 96%, 95%, 94%, 93%, 92%, 91%, 90%, 89%, 88%, 87%, 86%, 85%, 84%, 83%,82%, 
81%, 80%, 79%, 78%, 77%, 76%, 75%, 74%, 73%, 72%, 71% o 70% de identidad de secuencia global con SEQ ID 35 
NO:2. Alternativa o adicionalmente, en algunas realizaciones, los polipéptidos útiles incluyen al menos 5, 10, 15, 20, 
25, 30, 35, 40, 45, 50, 75, 100 o 150 o más residuos de aminoácidos contiguos que se encuentran en SEQ ID NO:2. 

En algunas realizaciones, el polipéptido útil difiere de su polipéptido de referencia (por ejemplo, un polipéptido que 
tiene o incluye una secuencia de aminoácidos como se establece en SEQ ID NO:2, o elementos de secuencia 
característicos de los mismos o en el mismo) por uno o más residuos de aminoácidos. Por ejemplo, en algunas 40 
realizaciones, la diferencia es una sustitución conservadora o no conservadora de uno o más residuos de 
aminoácidos. Las sustituciones conservadoras son aquellas que sustituyen un aminoácido dado en un polipéptido 
por otro aminoácido de características similares. Las sustituciones conservadoras típicas comportan los siguientes 
reemplazos: reemplazo de un aminoácido alifático, como alanina, valina, leucina y isoleucina, con otro aminoácido 
alifático; reemplazo de una serina con una treonina o viceversa; la sustitución de un residuo ácido, como el ácido 45 
aspártico y el ácido glutámico, por otro residuo ácido; la sustitución de un residuo que lleve un grupo de amida, como 
la asparagina y la glutamina, por otro residuo que lleve un grupo de amida; el intercambio de un residuo básico, 
como la lisina y la arginina, por otro residuo básico; y la sustitución de un residuo aromático, como la fenilalanina y la 
tirosina, por otro residuo aromático. 

En algunas realizaciones, los polipéptidos UPF1 incluyen un grupo sustitutivo en uno o más residuos de 50 
aminoácidos. Otros polipéptidos útiles están asociados (por ejemplo, fusionados, vinculados o acoplados) con otro 
resto (por ejemplo, un péptido o molécula). Por ejemplo, los polipéptidos UPF1 útiles se pueden fusionar, vincular o 
acoplar a una secuencia de aminoácidos (por ejemplo, una secuencia líder, una secuencia secretora, una secuencia 
de proproteínas, un segundo polipéptido o una secuencia que facilite la purificación, el enriquecimiento o la 
estabilización del polipéptido). En otras determinadas realizaciones, el polipéptido incluye un agente de 55 
reconocimiento, por ejemplo, el agente de reconocimiento descrito en este documento. 

Se conocen diversos métodos de fabricación de polipéptidos en la técnica y se pueden utilizar para preparar 
polipéptidos NMD como el UPF1. Por ejemplo, los polipéptidos NMD pueden ser producidos de forma recombinante 
mediante la utilización de un sistema de células huésped diseñado para expresar un ácido nucleico que codifique un 
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polipéptido NMD (por ejemplo, el ácido nucleico descrito en este documento). Alternativa o adicionalmente, el 
polipéptido NMD se puede producir activando un gen endógeno (por ejemplo, un ácido nucleico que codifica un 
polipéptido NMD presente endógenamente en una célula). Alternativa o adicionalmente, el polipéptido NMD puede 
ser parcial o totalmente preparado por síntesis química. Alternativa o adicionalmente, el polipéptido NMD puede ser 
purificado a partir de fuentes naturales. 5 

Cuando se produce de forma recombinante un polipéptido UPF1, se puede utilizar cualquier sistema de expresión. 
Los sistemas de expresión conocidos incluyen, entre otros, por ejemplo, células de huevo, baculovirus, plantas, 
levaduras o mamíferos. 

En algunas realizaciones, el polipéptido UPF1 adecuado para su uso en los métodos descritos en este documento 
se produce en células de mamíferos. Ejemplos no limitativos de células de mamíferos que se pueden utilizar 10 
incluyen la línea de mieloma del ratón BALB/c (NSO/l, ECACC No: 85110503); retinoblastos humanos (PER.C6, 
CruCell, Leiden, Países Bajos); línea CVI renal de mono transformada por SV40 (COS-7, ATCC CRL 1651); línea 
renal embrionaria humana (células 293 o 293 subclonadas para su crecimiento en el cultivo de la suspensión, 
Graham et al., J. Gen Virol., 36:59,1977); línea celular de fibrosarcoma humano (por ejemplo, HT1080); células 
renales de hámster bebé (BHK, ATCC CCL 10); células de ovario de hámster chino +/-DHFR (CHO, Urlaub and 15 
Chasin, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 77:4216, 1980); células sertoli de ratón (TM4, Mather, Biol. Reprod., 23:243-251, 
1980); células renales de monos (CV1 ATCC CCL 70); células renales de monos verdes africanos (VERO-76, ATCC 
CRL-1 587); células de carcinoma cervical humano (HeLa, ATCC CCL 2); células renales caninas (MDCK, ATCC 
CCL 34); células hepáticas de rata de búfalo (BRL 3A, ATCC CRL 1442); células pulmonares humanas (W138, 
ATCC CCL 75); células hepáticas humanas (Hep G2, HB 8065); tumor mamario de ratón (MMT 060562, ATCC 20 
CCL51); células TRI (Mather et al., Annals N.Y. Acad. Sci., 383:44-68, 1982); células MRC 5; células FS4; y una 
línea de hepatoma humano (Hep G2). 

Agentes de reconocimiento 

Un agente NMD descrito en este documento se puede proporcionar en asociación con un agente de reconocimiento 
y/o puede incluirlo. El agente NMD utilizado en los métodos de la invención, para su uso en el tratamiento de 25 
acuerdo con la invención o en la composición farmacéutica para su uso en el tratamiento según la invención es un 
polipéptido UPF1 o un ácido nucleico que codifica un polipéptido UPF1. 

La presente descripción no se limita a ningún agente de reconocimiento particular, y se puede utilizar una variedad 
de agentes de reconocimiento. Ejemplos de estos agentes de reconocimiento incluyen, entre otros, ácidos nucleicos 
(por ejemplo, ARN y ADN), polipéptidos (por ejemplo, ligandos receptores, péptidos de señal, avidina, proteína A y 30 
proteínas de unión de antígeno), polisacáridos, biotina, grupos hidrófobos, grupos hidrófilos, fármacos y cualquier 
molécula orgánica que se una a las células diana o a los tejidos diana (por ejemplo, receptores de células diana o 
tejidos diana).  

Los agentes de reconocimiento se pueden asociar con agentes NMD de varias maneras. Por ejemplo, los agentes 
de reconocimiento de polipéptidos se pueden acoplar o fusionar a un polipéptido NMD. En otras realizaciones, el 35 
agente de reconocimiento está asociado (por ejemplo, unidos covalente o no covalentemente) a un agente NMD con 
un enlazante corto (por ejemplo, acoplamiento directo), medio (por ejemplo, utilizando enlaces bifuncionales de 
moléculas pequeñas como SPDP (Pierce Biotechnology, Inc., Rockford, Ill.)) o largos (por ejemplo, enlaces 
bifuncionales PEG (Nektar Therapeutics, Inc., San Carlos, California)). 

En algunos casos, los agentes de reconocimiento son o comprenden proteínas de unión a antígenos o anticuerpos o 40 
porciones de unión de los mismos. Se pueden generar anticuerpos para permitir la focalización específica de 
antígenos o inmunogenes (por ejemplo, antígenos específicos de células diana o tejido diana). Tales anticuerpos 
incluyen, entre otros, anticuerpos policlonales; anticuerpos monoclonales o sus fragmentos de unión a antígeno; 
anticuerpos modificados como anticuerpos quiméricos, anticuerpos remodelados, o anticuerpos humanizados, o 
fragmentos de los mismos (por ejemplo, Fv, Fab', Fab, F(ab')2); o anticuerpos biosintéticos, por ejemplo, anticuerpos 45 
monocatenarios, anticuerpos de dominio único (DAB), Fvs o Fvs monocatenarios (scFv) (véase, por ejemplo, en 
Harlow et al., Using Antibodies: A Laboratory Manual: Portable Protocol I. Cold Spring Harbor Laboratory (Dic, 1, 
1998). Zola, Monoclonal Antibodies: Preparation and Use of Monoclonal Antibodies and Engineered Antibody 
Derivatives, Springer Verlag (15 de diciembre de 2000; 1ª edición)). La unión de anticuerpos se puede realizar por 
cualquier método conocido, por ejemplo, mediante una unión covalente estándar a grupos de aminas libres (véase, 50 
por ejemplo, Torchilin et al., Hybridoma 6:229-240 (1987); Torchilin et al, Biochim. Biophys. Acta 1511:397-411 
(2001); Masuko et al., Biomacromol. 6:800-884 (2005)). 

En algunos casos, el agente de reconocimiento es o comprende un ácido nucleico (por ejemplo, ARN o ADN). En 
algunos ejemplos, los agentes de reconocimiento de ácido nucleico están diseñados para hibridarse mediante el 
emparejamiento de bases con un ácido nucleico determinado (por ejemplo, ADN cromosómico, ARNm o ARN 55 
ribosómico). En algunas situaciones, los agentes de reconocimiento de ácido nucleico se unen a un ligando en una 
célula diana o tejido diana. Por ejemplo, un ácido nucleico puede unirse al factor de crecimiento del nervio humano 
(Binkley et al., Nucl. Acids Res. 23:3198-205 (1995)). Los ácidos nucleicos que unen ligandos se identifican 
mediante métodos conocidos, como los procedimientos SELEX (véase, por ejemplo, los documentos Pat. de EE.UU. 

E13845040
19-05-2020ES 2 792 151 T3

 



11  

Nº 5.475.096; 5.270.163; y 5.475.096; y WO 97/38134; WO 98/33941; y WO 99/07724). En algunas realizaciones, 
los agentes de reconocimiento pueden ser o comprender aptámeros, por ejemplo, que se unan a secuencias 
particulares. 

En algunas realizaciones, el agente de reconocimiento se une a un receptor en la superficie de una célula cerebral 
para facilitar la captación celular. Por ejemplo, el agente de reconocimiento puede ser manosa-6-fosfato (M6P), 5 
oligosacáridos bis-fosforilados, o IGF-II, que son útiles para detectar al receptor de la manona-6-fosfato 
independiente del catión (CI-MPR) en una célula cerebral. En algunas realizaciones, el agente de reconocimiento es 
o comprende ascorbato, que es tomado por un transportador de la vitamina C dependiente del sodio (SVCT2), 
(véase, por ejemplo, Tsukaguchi et al., Nature 399:70-75 (1999)), que es útil para reconocer una célula cerebral. 

Administración terapéutica 10 

Los agentes NMD (por ejemplo, polinucleótidos NMD, un ácido nucleico que codifique un polipéptido NMD o un 
agente que aumente el nivel y/o la actividad del polipéptido NMD) descritos en el presente documento se pueden 
utilizar para tratar la ELA, por ejemplo, sujetos que sufren o son susceptibles de sufrir ELA. El agente NMD para su 
uso en el tratamiento según la invención o en la composición farmacéutica para su uso en el tratamiento según la 
invención es un polipéptido UPF1 o un ácido nucleico que codifica un polipéptido UPF1. La ruta y/o el modo de 15 
administración del agente NMD descrito en este documento pueden variar dependiendo de los resultados deseados. 
Todo experto en la técnica, por ejemplo, los médicos, son conscientes de que los regímenes de dosificación se 
pueden ajustar para proporcionar la respuesta deseada, por ejemplo, una respuesta terapéutica. 

Las vías de administración incluyen, entre otras, intradérmicas, intramusculares, intraperitoneales, intravenosas, 
subcutáneas, intranasales, epidurales, orales, sublinguales, intracerebrales, intratecales, intravaginales, 20 
transdérmicas, rectales, por inhalación o tópicas, particularmente en los oídos, nariz, ojos o piel. El modo de 
administración queda a discreción del practicante. 

En algunos casos, el agente NMD descrito en este documento (por ejemplo, una formulación farmacéutica de un 
agente NMD) puede cruzar eficazmente la barrera hematoencefálica y entrar en el cerebro. En otros casos, el 
agente NMD puede ser administrado utilizando técnicas diseñadas para permitir o para mejorar la capacidad de la 25 
formulación para cruzar la barrera hematoencefálica. Estas técnicas se conocen en la técnica (por ejemplo, WO 
89/10134; Cloughesy et al., J. Neurooncol. 26:125-132 (1995); y Begley, J. Pharm. Pharmacol. 48:136-146 (1996)). 
Los componentes de una formulación también se pueden modificar (por ejemplo, químicamente) usando métodos 
conocidos en la técnica para facilitar su entrada en el SNC. 

Por ejemplo, los métodos físicos de transporte de composiciones a través de la barrera hematoencefálica incluyen, 30 
entre otros, eludir la barrera hematoencefálica por completo, o mediante la creación de aberturas en la barrera 
hematoencefálica. Los métodos de elusión incluyen, entre otros, la inyección directa en el cerebro (ver, por ejemplo, 
Papanastassiou et al., Gene Therapy 9: 398-406 (2002)) e implantar un dispositivo de administración en el cerebro 
(ver, por ejemplo, Gill et al., Nature Med. 9: 589- 595 (2003); y Glia Wafers®, Guildford Pharmaceutical). Los 
métodos para crear aberturas en la barrera incluyen, entre otros, ultrasonido (ver, por ejemplo, la Publicación de 35 
Patente de EE.UU. No. 2002/0038086), presión osmótica (por ejemplo, por administración de manitol hipertónico 
(Neuwelt, E. A., Implication of the Blood-Brain Barrier and its Manipulation, Vols 1 & 2, Plenum Press, N.Y. (1989), 
permeabilización, por ejemplo, por bradiquinina o permeabilizador A-7 (véase, por ejemplo, los documentos Pat. de 
EE.UU. Nos. 5.112.596, 5.268.164, 5.506.206 y 5.686.416), y la transfección de neuronas que se extienden por la 
barrera hematoencefálica con vectores que contienen genes que codifican un agente NMD (véase, por ejemplo, 40 
Publ. Patente de EE.UU. Nº. 20030083299). 

Los métodos basados en lípidos también se pueden utilizar para transportar un agente NMD a través de la barrera 
hematoencefálica. Los métodos ejemplares y no limitativos incluyen encapsular un agente NMD en liposomas que 
están acoplados al agente de reconocimiento descrito en este documento (por ejemplo, un anticuerpo que se une a 
los receptores en el endotelio vascular de la barrera hematoencefálica (véase, por ejemplo, Publ. Patente de EE.UU. 45 
Nº. 20020025313). En otras realizaciones, el agente de reconocimiento está recubierto de partículas de lipoproteínas 
de baja densidad (véase, por ejemplo, la Publ. Patente de EE.UU. Nº. 20040204354) o una polipoproteína E (véase, 
por ejemplo, Publ. Patente de EE.UU. Nº. 20040131692). 

En algunas realizaciones, el agente NMD se administra al SNC de un sujeto, por ejemplo, mediante la 
administración en el líquido cefalorraquídeo (LCR) de un sujeto que necesita tratamiento. Tal como se utiliza en el 50 
presente documento, la administración intratecal (también conocida como inyección intratecal) se refiere a una 
inyección en el canal espinal (espacio intratecal que rodea la médula espinal). Se pueden utilizar varias técnicas, 
incluyendo, sin limitación, la inyección cerebroventricular lateral a través de un agujero de rebaba o una punción 
cistemal o lumbar o similares. Los métodos ejemplares se describen en Lazorthes et al., Adv. Tech. Stand. 
Neurosurg. 18:143-192 (1991), y Omaya, Cancer Drug Deliv. 1:169-179 (1984). 55 

En algunos casos, el agente NMD descrito en este documento debe administrarse localmente. Esto puede lograrse, 
por ejemplo, mediante perfusión local durante la cirugía, aplicación tópica (por ejemplo, en una crema o loción), por 
inyección, por medio de un catéter, por medio de un supositorio o enema, o por medio de un implante, siendo dicho 
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implante de un material poroso, no poroso o gelatinoso, incluyendo membranas, como las membranas sialásticas, o 
fibras. En algunas situaciones, el agente NMD descrito en este documento se introduce en el sistema nervioso 
central, sistema circulatorio o tracto gastrointestinal por cualquier vía adecuada, incluyendo inyección 
intraventricular, inyección intratecal, inyección paraspinal, inyección epidural, enema y por inyección adyacente a un 
nervio periférico. 5 

Específicamente, se pueden utilizar varios dispositivos para la entrega intratecal de los agentes NMD descritos en 
este documento. En algunas realizaciones, el dispositivo para la administración intratecal contiene un puerto de 
entrada de fluidos (por ejemplo, un puerto inyectable); un cuerpo hueco (por ejemplo, un catéter) que tiene un primer 
orificio de flujo en comunicación fluida con el puerto de entrada del fluido y un segundo orificio de flujo configurado 
para su inserción en la médula espinal; y un mecanismo de aseguramiento para asegurar la inserción del cuerpo 10 
hueco en la médula espinal. Se pueden utilizar otros dispositivos para efectuar la administración intratecal de una 
composición terapéutica. Por ejemplo, las formulaciones que contienen agentes NMD se pueden administrar 
utilizando un reservorio de Ommaya que es común que se utilice para la administración intratecal de medicamentos 
para la carcinomatosis meníngea (Lancet 2: 983-84, 1963). Más específicamente, el tubo ventricular debe ser 
insertado a través de un agujero formado en el cuerno anterior y debe ser conectado a un depósito Ommaya 15 
instalado bajo el cuero cabelludo, y el depósito debe ser perforado subcutáneamente para entregar intratecalmente 
el agente NMD, que se inyecta en el depósito. Otros dispositivos para la administración intratecal de composiciones 
terapéuticas o formulaciones a un individuo se describen en el documento Pat. de EE.UU. No 6.217.552. 
Alternativamente, el agente NMD puede administrarse intratecalmente, por ejemplo, mediante una sola inyección o 
por perfusión continua. Debe entenderse que el tratamiento de dosificación puede estar en la forma de una 20 
administración de dosis única o dosis múltiples. 

En algunas realizaciones, la administración intratecal se puede realizar mediante punción lumbar (es decir, bolo 
lento) o a través de un sistema de administración de catéter de puerto (es decir, perfusión o bolo). 

En relación con la administración intravenosa, el volumen de dosis única adecuado para la administración intratecal 
suele ser pequeño. Típicamente, la administración intratecal mantiene el equilibrio de la composición del LCR, así 25 
como la presión intracraneal del sujeto. En algunas realizaciones, la administración intratecal se realiza sin la 
retirada correspondiente del LCR en el sujeto. En algunas realizaciones, un volumen de dosis única adecuado puede 
ser, por ejemplo, inferior a aproximadamente 10 ml, 8 ml, 6 ml, 5 ml, 4 ml, 3 ml, 2 ml, 1,5 ml, 1 ml o 0,5 ml. En 
algunas realizaciones, el volumen de dosis única adecuado puede ser de aproximadamente 0,5-5 ml, 0,5-4 ml, 0,5-3 
ml, 0,5-2 ml, 0,5-1 ml, 1-3 ml, 1-5 ml, 1,5-3 ml, 1-4 ml o 0,5-1,5 ml. En algunas realizaciones, la administración 30 
intratecal de acuerdo con el presente invento implica una cantidad deseada de LCR que se retirará primero. En 
algunas realizaciones, menos de aproximadamente 10 ml (p. ej., menos de aproximadamente 9 ml, 8 ml, 7 ml, 6 ml, 
5 ml, 4 ml, 3 ml, 2 ml, 1 ml) de LCR se retirará primero antes de la administración intratecal. En esos casos, el 
volumen de dosis única adecuado puede ser, por ejemplo, superior a aproximadamente 3 ml, 4 ml, 5 ml, 6 ml, 7 ml, 
8 ml, 9 ml, 10ml, 15 ml, o 20 ml. 35 

La administración pulmonar también se puede emplear, por ejemplo, mediante el uso de un inhalador o nebulizador, 
y formulación con un agente aerosolizante, o mediante perfusión en un fluorocarbono o un tensioactivo pulmonar 
sintético. 

El agente NMD descrito en este documento puede formularse como una composición farmacéutica que incluya una 
cantidad adecuada de un excipiente fisiológicamente aceptable (véase, por ejemplo, Remington's Pharmaceutical 40 
Sciences pp. 1447-1676 (Alfonso R. Gennaro, ed., 19ª ed. 1995)). Estos excipientes fisiológicamente aceptables 
pueden ser, por ejemplo, líquidos, como agua y aceites, incluidos los de origen petrolero, animal, vegetal o sintético, 
como el aceite de cacahuete, el aceite de soja, el aceite mineral, el aceite de sésamo y similares. Los excipientes 
fisiológicamente aceptables pueden ser solución salina, goma acacia, gelatina, pasta de almidón, talco, queratina, 
sílice coloidal, urea y similares. Además, se pueden utilizar agentes auxiliares, estabilizadores, espesantes, 45 
lubricantes y colorantes. En una situación, los excipientes fisiológicamente aceptables son estériles cuando se 
administran a un animal. El excipiente fisiológicamente aceptable debe ser estable en las condiciones de fabricación 
y almacenamiento y debe preservarse contra la acción contaminante de los microorganismos. Las soluciones salinas 
de soluciones acuosas de dextrosa y glicerol también se pueden emplear como excipientes líquidos, especialmente 
para soluciones inyectables. Los excipientes fisiológicamente aceptables adecuados también incluyen almidón, 50 
glucosa, lactosa, sacarosa, gelatina, malta, arroz, harina, tiza, gel sílice, estearato sódico, glicerol monoestearato, 
talco, cloruro de sodio, leche desnatada seca, glicerol, propileno, glicol, agua, etanol y similares. Otros ejemplos de 
excipientes fisiológicamente aceptables adecuados se describen en Remington´s Pharmaceutical Sciences pp. 
1447-1676 (Alfonso R. Gennaro, ed., 19ª ed. 1995). Las composiciones farmacéuticas, si se desean, también 
pueden contener pequeñas cantidades de agentes humectantes o emulsionantes, o agentes tampón del pH.  55 

Los portadores de líquidos se pueden utilizar en la preparación de soluciones, suspensiones, emulsiones, jarabes y 
elixires. El agente NMD descrito en este documento puede ser suspendido en un portador de líquidos 
farmacéuticamente aceptable como agua, un disolvente orgánico, una mezcla de ambos, o aceites o grasas 
farmacéuticamente aceptables. El portador líquido puede contener otros aditivos farmacéuticos adecuados, incluidos 
solubilizantes, emulsionantes, tampones, conservantes, edulcorantes, agentes aromatizantes, agentes de 60 
suspensión, agentes espesantes, colores, reguladores de la viscosidad, estabilizantes u osmoreguladores. Ejemplos 
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adecuados de portadores de líquidos para la administración oral y parenteral incluyen agua (particularmente 
conteniendo los aditivos descritos en este documento, por ejemplo, derivados de celulosa, incluyendo solución de 
carboximetilcelulosa sódica), alcoholes (incluyendo alcoholes monohídricos y alcoholes polihídricos, por ejemplo, 
glicoles) y sus derivados, y aceites (por ejemplo, aceite de coco fraccionado y aceite de araquis). Para la 
administración parenteral el portador también puede ser un éster aceitoso como el oleato etílico y el miristato de 5 
isopropilo. Los portadores de líquidos pueden estar en forma líquida estéril para su administración. El portador 
líquido para composiciones presurizadas puede ser un hidrocarburo halogenado u otro propelente 
farmacéuticamente aceptable. 

En otros casos, el agente NMD descrito en este documento está formulado para su administración intravenosa. Las 
composiciones para administración intravenosa pueden comprender un tampón acuoso isotónico estéril. Las 10 
composiciones también pueden incluir un agente solubilizante. Las composiciones para la administración 
intravenosa pueden incluir opcionalmente un anestésico local como la lidocaína para disminuir el dolor en el lugar de 
la inyección. Los ingredientes se pueden suministrar por separado o mezclarse en una forma de dosificación 
unitaria, por ejemplo, como un polvo liofilizado seco o concentrado sin agua en un recipiente herméticamente sellado 
como una ampolla o un sobre que indique la cantidad de agente activo. Cuando un agente NMD descrito en este 15 
documento deba administrarse por perfusión, se puede dispensar, por ejemplo, con un frasco de perfusión que 
contenga agua estéril de grado farmacéutico o una solución salina. Cuando un agente NMD descrito en este 
documento se administre por inyección, se puede proporcionar una ampolla de agua estéril para inyección o 
solución salina para que los ingredientes se puedan mezclar antes de la administración. 

El agente NMD descrito en este documento se puede administrar rectal o vaginalmente en la forma de un supositorio 20 
convencional. Las formulaciones en supositorio se pueden preparar utilizando métodos conocidos por los expertos 
en la técnica a partir de materiales tradicionales, incluyendo manteca de cacao, con o sin la adición de ceras para 
alterar el punto de fusión del supositorio, y glicerina. También se pueden utilizar bases de supositorios solubles en 
agua, como polietilenglicol de diversos pesos moleculares.  

La cantidad del agente NMD descrito en este documento que es eficaz para el tratamiento de la ELA se puede 25 
determinar utilizando técnicas clínicas estándar conocidas por los expertos en la técnica. Además, los ensayos in 
vitro o in vivo se pueden emplear opcionalmente para ayudar a identificar intervalos de dosificación óptimos. La 
dosis precisa a emplear también puede depender de la vía de administración, la condición, la gravedad de la 
condición que se está tratando, así como varios factores físicos relacionados con la persona que está siendo tratada, 
y se puede decidir según al juicio del profesional de la salud.  30 

Las composiciones descritas en el presente documento (por ejemplo, las cantidades terapéuticamente efectivas de 
las composiciones descritas en el presente documento) pueden administrarse como administraciones individuales o 
como administraciones múltiples. Dichas composiciones se pueden administrar a intervalos regulares, dependiendo 
de la naturaleza, gravedad y extensión de la condición del sujeto (por ejemplo, ELA). En algunas realizaciones, la 
cantidad terapéuticamente eficaz de un agente terapéutico (por ejemplo, un agente NMD) se administra 35 
intratecalmente y periódicamente a intervalos regulares (por ejemplo, una vez al año, una vez cada seis meses, una 
vez cada cinco meses, una vez cada tres meses, bimestralmente (una vez cada dos meses), mensualmente (una 
vez al mes), quincenalmente (una vez cada dos semanas), o semanalmente). 

Tal y como se usa en el presente documento, la expresión "cantidad terapéuticamente eficaz" se determina en gran 
medida sobre la base de la cantidad total del agente terapéutico contenido en las composiciones farmacéuticas 40 
descritas en el presente documento. Generalmente, la cantidad terapéuticamente efectiva es suficiente para lograr 
un beneficio significativo para un sujeto (por ejemplo, tratar, modular, curar, prevenir y/o mejorar la ELA). Por 
ejemplo, la cantidad terapéuticamente eficaz puede ser una cantidad suficiente para lograr el efecto terapéutico y/o 
profiláctico deseado, tal como una cantidad suficiente para tratar la ELA o sus síntomas. Generalmente, la cantidad 
del agente terapéutico (por ejemplo, un agente NMD) administrado al sujeto necesitado de éste dependerá de las 45 
características del sujeto. Tales características incluyen la condición, gravedad de la enfermedad, estado de salud 
general, edad, sexo y peso corporal del sujeto. Todo experto en la técnica será capaz de determinar fácilmente las 
dosis adecuadas dependiendo de estos y otros factores relacionados. Además, pueden emplearse opcionalmente 
ensayos dianas y subjetivos para identificar intervalos de dosificación óptimos. La cantidad terapéuticamente eficaz 
se puede administrar en un régimen de dosificación que puede incluir múltiples dosis unitarias. 50 

En algunas realizaciones, la dosis terapéuticamente eficaz oscila entre aproximadamente 0,005 mg/kg de  peso 
cerebral a 500 mg/kg de peso cerebral, por ejemplo, de aproximadamente 0,005 mg/kg de peso cerebral a 400 
mg/kg de peso cerebral, desde aproximadamente 0,005 mg/kg de peso cerebral hasta 300 mg/kg de peso cerebral, 
desde aproximadamente 0,005 mg/kg de peso cerebral hasta 200 mg/kg de peso cerebral, desde aproximadamente 
0,005 de peso cerebral a 100 mg/kg de peso cerebral, desde aproximadamente 0,005 mg/kg de peso cerebral hasta 55 
90 mg/kg de peso cerebral, desde aproximadamente 0,005 mg/kg de peso cerebral hasta 80 mg/kg de peso 
cerebral, , desde aproximadamente 0,005 mg/kg de peso cerebral hasta 70 mg/kg de peso cerebral, desde 
aproximadamente 0,005 mg/kg de peso cerebral hasta 60 mg/kg de peso cerebral, desde aproximadamente 0,005 
mg/kg de peso cerebral hasta 50 mg/kg de peso cerebral, desde aproximadamente 0,005 mg/kg de peso cerebral 
hasta 40 mg/kg de peso cerebral, de aproximadamente 0,005 mg/kg de peso cerebral a 30 mg/kg de peso cerebral, 60 
desde aproximadamente 0,005 mg/kg de peso cerebral hasta 25 mg/kg de peso cerebral, desde aproximadamente 
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0,005 mg/kg de peso cerebral hasta 20 mg/kg de peso cerebral, desde aproximadamente 0,005 mg/kg de peso 
cerebral hasta 15 mg/kg de peso cerebral, desde aproximadamente 0,005 mg/kg de peso cerebral hasta 10 mg/kg 
de peso cerebral. 

En algunas realizaciones, la dosis terapéuticamente eficaz es mayor que aproximadamente 0,1 mg/kg de peso 
cerebral, mayor que aproximadamente 0,5 mg/kg de peso cerebral, mayor que aproximadamente 1,0 mg/kg de peso 5 
cerebral, mayor que aproximadamente 3 mg/kg de peso cerebral, mayor que aproximadamente 5 mg/kg de peso 
cerebral, mayor que aproximadamente 10 mg/kg de peso cerebral, mayor que aproximadamente 15 mg/kg de peso 
cerebral, mayor que aproximadamente 20 mg/kg de peso cerebral, mayor que aproximadamente 30 mg/kg de peso 
cerebral, mayor que aproximadamente 40 mg/kg de peso cerebral, mayor que aproximadamente 50 mg/kg de peso 
cerebral, mayor que aproximadamente 60 mg/kg de peso cerebral, mayor que aproximadamente 70 mg/kg de peso 10 
cerebral, mayor que aproximadamente 80 mg/kg de peso cerebral, mayor que aproximadamente 90 mg/kg de peso 
cerebral, mayor que aproximadamente 100 mg/kg de peso cerebral, mayor que aproximadamente 150 mg/kg de 
peso cerebral, mayor que aproximadamente 200 mg/kg de peso cerebral, mayor que aproximadamente 250 mg/kg 
de peso cerebral, mayor que aproximadamente 300 mg/kg de peso cerebral, mayor que aproximadamente 400 
mg/kg de peso cerebral, mayor que aproximadamente 450 mg/kg de peso cerebral, mayor que aproximadamente 15 
500 mg/kg de peso cerebral.  

En algunas realizaciones, la dosis terapéuticamente eficaz se puede expresar como mg/kg de peso corporal. Como 
todo experto en la técnica apreciaría, los pesos cerebrales y los pesos corporales pueden estar correlacionados 
(véase, por ejemplo, Dekaban, Ann. Neurol. 4:345-56 (1978)). 

En algunas realizaciones, la dosis terapéuticamente eficaz puede expresarse como mg/15 cc de líquido 20 
cefalorraquídeo. Como apreciarían los expertos en la técnica, las dosis terapéuticamente efectivas basadas en 
pesos cerebrales y pesos corporales se pueden convertir en mg/15 cc de LCR. Por ejemplo, el volumen de LCR en 
humanos adultos es de aproximadamente 150 ml (Johanson et al., Cerebroespinal Fluid Res. 14:5:10 (2008)). Por lo 
tanto, las inyecciones monodosis de 0,1 mg a 50 mg de proteína en adultos serían de aproximadamente 0,01 mg/15 
cc de LCR (0,1 mg) a 5,0 mg/15 cc de dosis de LCR (50 mg) en adultos. 25 

Debe entenderse además que para cualquier sujeto en particular, los regímenes de dosificación específicos se 
pueden ajustar con el tiempo de acuerdo con la necesidad individual y el juicio profesional de la persona que 
administra o supervisa la administración de un agente NMD y que los intervalos de dosificación establecidos en este 
documento son ejemplares solamente y no están destinados a limitar el alcance o la práctica de la invención 
reivindicada.  30 

En algunos casos, la composición farmacéutica descrita en este documento está en forma de dosificación unitaria, 
por ejemplo, como una tableta, cápsula, polvo, solución, suspensión, emulsión, gránulo, o supositorio. En tal forma, 
la composición farmacéutica se puede subdividir en dosis unitarias que contengan cantidades apropiadas de un 
agente NMD descrito en este documento. La forma de dosificación unitaria puede ser un paquete de una 
composición farmacéutica, por ejemplo, polvos envasados, viales, ampollas, jeringas precargadas o sobres que 35 
contienen líquidos. La forma de dosificación unitaria puede ser, por ejemplo, una cápsula o tableta por sí misma, o 
puede ser un número adecuado de cualquiera de estas composiciones en la forma de un paquete. Tal forma de 
dosificación unitaria puede contener de aproximadamente 1 mg/kg a aproximadamente 250 mg/kg, y se puede 
administrar en una sola dosis o en dos o más dosis divididas. 

Terapia genética 40 

En las realizaciones en las que el agente NMD consiste o comprende un ácido nucleico que codifica un polipéptido 
UPF1, la presente descripción incluye métodos de administración de dicho ácido nucleico a un sujeto para tratar la 
ELA. 

En algunas realizaciones, el ácido nucleico que codifica el polipéptido UPF1 se inserta en un vector viral para su 
administración a un sujeto. Por ejemplo, se pueden utilizar vectores retrovirales como sistema de administración 45 
recombinante para transferir ácidos nucleicos que codifican polipéptidos UPF1 in vivo (ver, por ejemplo, Dropulic, 
Hum. Gene Ther. 22:649-57 (2011); y Kumar et al., Curr. Gene Ther. 11:144-53 (2011)). Los retrovirus útiles en los 
métodos de la presente descripción incluyen, entre otros, el virus de la leucemia murina (MLV), el virus de la 
inmunodeficiencia humana (VIH), el virus equino de la anemia infecciosa (EIAV), virus tumoral mamario de ratón 
(MMTV) virus del sarcoma de Rou (RSV), virus del sarcoma de Fujinami (FuSV), virus del osteosarcoma murino FBR 50 
(FBR MSV), virus del sarcoma murino de Moloney (Mo-MSV), el virus murino de la leucemia de Abelson (A-MLV), el 
virus 29 de la mielocitomatosis aviar (MC29), el virus de la eritroblastosis aviar (AEV) y todos los demás retrovirales, 
incluidos los lentivirus (véase, por ejemplo, Coffin et al., "Retroviruses", 1997 Cold Spring Harbor Laboratory Press 
Eds: J M Coffin, S M Hughes, H E Varmus, pp. 758-763)). Un retrovirus defectuoso de replicación se puede 
empaquetar en viriones que se pueden utilizar para infectar una célula diana mediante el uso de un virus auxiliar por 55 
técnicas estándar (ver, por ejemplo, Current Protocols in Molecular Biology, Ausubel, F. M. et al. (eds.) Greene 
Publishing Associates, (1989), Secciones 9.10-9.14). 
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En otras realizaciones, los vectores derivados del adenovirus se utilizan para suministrar ácidos nucleicos que 
codifican polipéptidos UPF1. El genoma de un adenovirus puede ser manipulado de tal manera que codifique y 
exprese un polipéptido UPF1, pero se inactiva en términos de su capacidad para replicarse en un ciclo de vida viral 
lítico normal (ver, por ejemplo, Berkner et al. (1988) BioTechniques 6:616; Rosenfeld et al. (1991) Science 252:431-
434; y Rosenfeld et al. (1992) Cell 68:143-155). Los vectores adenovirales adecuados útiles en los métodos de la 5 
presente descripción incluyen los derivados de la cepa de adenovirus Ad tipo 5 d1324 u otras cepas de adenovirus 
(por ejemplo, Ad2, Ad3, Ad7, etc.). 

En algunas realizaciones, se utiliza un virus adeno-asociado (AAV) para suministrar el ácido nucleico que codifica el 
polipéptido UPF1 (véase, por ejemplo, Muzyczka et al. (1992) Curr. Topics in Micro. and Immunol. 158:97-129). Se 
ha introducido una variedad de ácidos nucleicos en diferentes tipos de células utilizando vectores AAV (véase, por 10 
ejemplo, Hermonat et al. (1984) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81:6466-6470; Tratschin et al. (1985) Mol. Cell. Biol. 
4:2072-2081; Wondisford et al. (1988) Mol. Endocrinol. 2:32-39; Tratschin et al. (1984) J. Virol. 51:611-619; y Flotte 
et al. (1993) J. Biol. Chem. 268:3781-3790). Los AAV especialmente útiles incluyen aquellos que normalmente 
infectan a los seres humanos (por ejemplo, los serotipos 1, 2, 3A, 3B, 4, 5 y 6) o los primates (por ejemplo, los 
serotipos 1 y 4). 15 

En otras realizaciones, los métodos no virales son útiles para suministrar un ácido nucleico que codifica un 
polipéptido UPF1 a un sujeto. Estos métodos no virales de transferencia de genes pueden explotar los mecanismos 
utilizados normalmente por las células de mamíferos para la utilización y el transporte intracelular de 
macromoléculas. Por ejemplo, se pueden utilizar sistemas de administración liposómicos, conjugados de polilisina y 
cubiertas virales artificiales. En algunas realizaciones, el ácido nucleico que codifica el polipéptido UPF1 está 20 
atrapado en liposomas que llevan cargas positivas en su superficie (por ejemplo, lipofectinas). En algunas 
realizaciones, el liposoma se puede conjugar con un agente de reconocimiento descrito en este documento (véase, 
por ejemplo, Mizuno et al. (1992) No Shinkei Geka 20:547-551). 

Ciertos polímeros catiónicos ("agentes de complejidad") conocidos por unirse espontáneamente y condensar ácidos 
nucleicos en nanopartículas también se pueden utilizar incluyendo, por ejemplo, proteínas naturales, péptidos o 25 
derivados, así como polímeros catiónicos sintéticos como polietilenimina (PEI), polilisina (PLL), etc. Muchos 
polímeros útiles contienen ambos grupos amino cargables que permiten la interacción iónica con fosfato de ADN 
cargado negativamente, y una región degradable, como un enlace de éster hidrolizable. Ejemplos de estos incluyen, 
sin limitación, poli(L-ácido alfa-(4-aminobutil)-glicólico), red poli(éster de amino), y poli(ésteres de beta-amino). Estos 
agentes de complejación pueden proteger el ADN contra la degradación, por ejemplo, mediante nucleasas, 30 
componentes séricos, etc., y crear una carga superficial menos negativa que pueda facilitar el paso a través de 
membranas hidrofóbicas (por ejemplo, citoplasmática, lisosómica, endosómica, nuclear) de la célula. Ciertos agentes 
complejantes facilitan eventos de tráfico intracelular como escapes endosómicos, transporte citoplasmático y entrada 
nuclear, y pueden disociarse del ácido nucleico. 

Terapia basada en células 35 

El polinucleótido UPF1 también se puede proporcionar ventajosamente a una célula ex vivo, seguido de la 
administración de la célula viva al sujeto. En algunas realizaciones, las células primarias o secundarias están 
genéticamente diseñadas para expresar un polipéptido UPF1. Tales células se pueden obtener a partir de una 
variedad de tejidos e incluyen tipos celulares que se pueden mantener propagados en el cultivo. Por ejemplo, las 
células primarias y secundarias incluyen fibroblastos, células endoteliales, células gliales y células neuronales. En 40 
algunas realizaciones, las células primarias se obtienen a partir de un individuo al que se le va a administrar una 
célula primaria o secundaria genéticamente diseñada. También se pueden obtener células primarias a partir de un 
donante (que no sea el receptor) de la misma especie u otra especie (por ejemplo, ratón, rata, conejo, gato, perro, 
cerdo, vaca, pájaro, oveja, cabra, caballo). 

Las células primarias o secundarias (por ejemplo, de origen vertebrado o de mamíferos) pueden ser transfectadas 45 
con un ácido nucleico que codifica un polipéptido UPF1. En algunas realizaciones, la célula es transfectada con una 
secuencia de ácido nucleico exógena que incluye un ácido nucleico que codifica un polipéptido UPF1 y una 
secuencia de ácido nucleico adicional (por ejemplo, una secuencia reguladora, por ejemplo, un promotor, que causa 
la expresión, por ejemplo, una expresión inducible o sobre-regulación de una secuencia UPF1 endógena). Las 
células primarias o secundarias transfectadas también pueden incluir un ADN que codifique un marcador 50 
seleccionable que confiera un fenotipo seleccionable, facilitando su identificación y aislamiento. 

Las células que han sido modificadas para expresar una proteína recombinante para su uso en el tratamiento de 
enfermedades también son muy conocidas. Véase, por ejemplo, la Pat. de EE.UU. No. 5.399.346 que describe 
métodos para introducir un ácido nucleico en una célula humana primaria para su introducción en un ser humano. 
Aunque el uso de células humanas para la terapia ex vivo se prefiere en algunas realizaciones, otras células como 55 
las células bacterianas pueden ser implantadas en la vasculatura de un sujeto, liberando continuamente el agente 
terapéutico. Véase, por ejemplo, Pat. de EE.UU. 4.309.776 y 5.704.910. 

Kits 
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El agente NMD descrito en este documento (por ejemplo, una composición farmacéutica que comprende un agente 
NMD) se puede proporcionar en un kit. En algunos casos, el kit incluye (a) un recipiente que contiene el agente NMD 
descrito en el presente documento (por ejemplo, una composición farmacéutica que comprende el agente NMD) y, 
opcionalmente (b) material informativo. El material informativo puede ser descriptivo, instructivo, comercial u otros 
tipos de materiales relacionados con los métodos descritos en el presente documento y/o el uso de un agente NMD, 5 
por ejemplo, para beneficio terapéutico.  

El material informativo de los kits no está limitado en su forma. En algunos casos, el material informativo puede 
incluir información sobre la producción de un agente NMD, el peso molecular de un agente NMD, la concentración, 
la fecha de caducidad, la información por lotes o del sitio de producción, etc. En otras situaciones, el material 
informativo se refiere a un agente NMD que se debe administrar, por ejemplo, en una cantidad, forma o modo de 10 
administración adecuado (por ejemplo, una dosis, forma de dosificación o modo de administración descrito en este 
documento). 

En algunos casos, el material informativo, por ejemplo, las instrucciones, se proporcionan impresos, por ejemplo, en 
un texto impreso, dibujo y/o fotografía, por ejemplo, una etiqueta o una hoja impresa. El material informativo también 
se puede proporcionar en otros formatos, como Braille, material informático, de grabación de vídeos o grabación de 15 
audios. En otros casos, el material informativo del kit es información de contacto, por ejemplo, una dirección física, 
dirección de correo electrónico, sitio web o número de teléfono, donde el usuario del kit puede obtener información 
sustantiva sobre el agente NMD en él y / o su uso en los métodos descritos en el presente documento. El material 
informativo también se puede proporcionar en cualquier combinación de formatos. 

Además de un agente NMD, el kit puede incluir otros ingredientes, como un disolvente o tampón, un estabilizador o 20 
un conservante. El kit también puede incluir otros agentes, por ejemplo, un segundo o un tercer agente, por ejemplo, 
otros agentes terapéuticos. Los componentes se pueden proporcionar en cualquier forma, por ejemplo, líquida, seca 
o liofilizada. Los componentes pueden ser sustancialmente puros (aunque se pueden combinar juntos o 
administrarse separados entre sí) y / o estériles. Cuando los componentes se proporcionan en una solución líquida, 
la solución líquida puede ser una solución acuosa, tal como una solución acuosa estéril. Cuando los componentes 25 
se proporcionan como una forma seca, la reconstitución generalmente es mediante la adición de un disolvente 
adecuado. El disolvente, por ejemplo, agua estéril o tampón, se puede proporcionar opcionalmente en el kit. 

El kit puede incluir uno o más recipientes para un agente NMD u otros agentes. En algunos casos, el kit contiene 
recipientes, divisores o compartimentos separados para el agente NMD y el material informativo. Por ejemplo, el 
agente NMD puede estar contenido en una botella, vial o jeringa, y el material informativo puede estar contenido en 30 
un manguito o paquete de plástico. En otras situaciones, los elementos separados del kit se encuentran dentro de un 
único recipiente no dividido. Por ejemplo, el agente NMD puede estar contenido en una botella, vial o jeringa que se 
haya adjuntado al material informativo en forma de una etiqueta. En algunos casos, el kit puede incluir una pluralidad 
(por ejemplo, un envase) de envases individuales, conteniendo cada uno una o más formas de dosificación unitaria 
(por ejemplo, la forma de dosificación descrita en este documento) de un agente NMD. Los recipientes pueden 35 
incluir una dosis unitaria, por ejemplo, una unidad que incluya un agente NMD. Por ejemplo, el kit puede incluir una 
pluralidad de jeringas, ampollas, paquetes de papel de aluminio, blísters o dispositivos médicos, por ejemplo, cada 
uno de los cuales conteniendo una dosis unitaria. Los recipientes de los kits pueden ser herméticos, resistentes al 
agua (por ejemplo, impermeables a los cambios de humedad o evaporación) y/o herméticos. 

El kit puede incluir opcionalmente un dispositivo adecuado para la administración de un agente NMD, por ejemplo, 40 
una jeringa u otro dispositivo de administración adecuado. El dispositivo se puede proporcionar precargado con un 
agente NMD, por ejemplo, en una dosis unitaria, o puede estar vacío, pero ser adecuado para la carga. 

Tratamiento de la ELA 

La presente invención abarca el sorprendente hallazgo de que los agentes NMD son útiles, entre otras cosas, en el 
tratamiento o la prevención (es decir, retraso de la aparición) de la ELA. UPF1 fue identificado inicialmente como uno 45 
de los muchos genes capaces de restablecer la toxicidad mediada por FUS/TLS en un modelo de levadura (Ju et al., 
PLoS Biol. 9:e1001052 (2011)). Sin embargo, la presente constatación de que la expresión de UPF1 en células 
neuronales que expresan TDP-43 reduce la toxicidad celular es sorprendente, especialmente teniendo en cuenta la 
constatación de que la expresión de UPF1 no tuvo ningún efecto sobre los niveles en citoplasma de FUS/TLS o 
TDP-43 en las células neuronales. En consecuencia, en algunas realizaciones, se debe proporcionar al sistema 50 
nervioso central de un sujeto, por ejemplo, a un sujeto que sufre o es susceptible de sufrir la ELA, un agente NMD, 
un polipéptido UPF1 o un ácido nucleico que codifica un polipéptido UPF1. En algunas realizaciones, el agente NMD 
debe proporcionarse a una o más de las células diana o tejidos del cerebro, la médula espinal y/o los órganos 
periféricos. En algunas realizaciones, las células o tejidos diana incluyen las células o tejidos que muestran una 
patología, síntoma o característica asociada a la enfermedad. En algunas realizaciones, las células o tejidos diana 55 
incluyen aquellas células o tejidos en los que el TDP-43 se expresa a un nivel elevado, por ejemplo, las células en 
las que TDP-43 se expresa a un nivel elevado en el citoplasma de las células. Tal y como se utiliza en el presente 
documento, el tejido diana puede ser un tejido diana cerebral, un tejido diana de la médula espinal y/o un tejido 
diana periférico. 
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Las composiciones descritas en el presente documento se pueden proporcionar directamente en el SNC de un 
sujeto que sufre o está en riesgo de desarrollar ELA, logrando así una concentración terapéutica dentro de las 
células y tejidos afectados del SNC (por ejemplo, el cerebro). Por ejemplo, se puede proporcionar un polipéptido 
UPF1 o un ácido nucleico que codifica un polipéptido UPF1 a las células o tejidos diana del cerebro, la médula 
espinal y/o los órganos periféricos para tratar la ELA. Tal y como se utiliza en el presente documento, el término 5 
"tratar" o "tratamiento" se refiere a la mejora de uno o más síntomas asociados con la enfermedad, la prevención o el 
retraso de la aparición de uno o más síntomas de la enfermedad, y / o disminuir la gravedad o frecuencia de uno o 
más síntomas de la enfermedad. 

En algunas realizaciones, el tratamiento se refiere a la mitigación parcial o completa, mejora, alivio, inhibición, 
retraso del inicio, reducción de la gravedad y / o incidencia del deterioro neurológico en un paciente que sufre o es 10 
susceptible de sufrir ELA. Tal y como se utiliza en el presente documento, la expresión "deterioro neurológico" 
incluye varios síntomas asociados con la incomunicación del sistema nervioso central (por ejemplo, el cerebro y la 
médula espinal). Los síntomas de deterioro neurológico pueden incluir, por ejemplo, retraso del desarrollo, deterioro 
cognitivo progresivo, pérdida de audición, deterioro del desarrollo del habla, déficits sensomotores, hiperactividad, 
agresividad y/o trastornos del sueño, entre otros. 15 

En algunas realizaciones, el tratamiento se refiere a la disminución de la toxicidad de varias células o tejidos. En 
algunas realizaciones, el tratamiento se refiere a la disminución de la toxicidad neuronal debido a TDP-43 en los 
tejidos diana del cerebro, neuronas de la médula espinal, y / o tejidos diana periféricos. En ciertas realizaciones, la 
toxicidad se reduce en aproximadamente un 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 
65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 100% o más en comparación con un control. En algunas realizaciones, la 20 
toxicidad se reduce al menos 1 veces, 2 veces, 3 veces, 4 veces, 5 veces, 6 veces, 7 veces, 8 veces, 9 veces o 10 
veces en comparación con el control. En algunas realizaciones, la toxicidad se mide mediante pruebas conocidas 
por los expertos en la técnica, incluidos, entre otros, los métodos de neuroimagen (por ejemplo, tomografías 
computarizadas CT, resonancia magnética, MRI, resonancia magnética, MRI, funcional, etc.). 

En determinadas realizaciones, el tratamiento según la presente descripción da como resultado una reducción (por 25 
ejemplo, alrededor de un 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 40%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 90%, 95%, 
97,5%, 99% o más de reducción) o una eliminación completa de la presencia, o alternativamente la acumulación, de 
uno o más marcadores patológicos, clínicos o biológicos que están asociados con la ELA. Por ejemplo, en algunas 
realizaciones, tras la administración a un sujeto, la composición farmacéutica descrita en este documento demuestra 
o logra una reducción en la pérdida muscular, la flexibilidad muscular, la debilidad muscular, la espasticidad, los 30 
reflejos anormales del tendón, el signo de Babinski, los problemas respiratorios, la debilidad facial, el habla sorda, la 
pérdida de percepción, la pérdida de razonamiento, la pérdida de juicio y/o la pérdida de la imaginación. 

En algunas realizaciones, el tratamiento se refiere al aumento de la supervivencia (por ejemplo, el tiempo de 
supervivencia). Por ejemplo, el tratamiento puede resultar en un aumento de la esperanza de vida de un paciente. 
En algunas realizaciones, el tratamiento da como resultado un aumento de la esperanza de vida de un paciente en 35 
más de aproximadamente 5%, aproximadamente 10%, aproximadamente 15%, aproximadamente 20%, 
aproximadamente 25%, aproximadamente 30%, aproximadamente 35%, aproximadamente 40%, aproximadamente 
45%, aproximadamente 50%, aproximadamente 55%, aproximadamente 60%, aproximadamente 65%, 
aproximadamente 70%, aproximadamente 75%, aproximadamente 80%, aproximadamente 85%, aproximadamente 
90%, aproximadamente 95%, aproximadamente 100%, aproximadamente 105%, aproximadamente 110%, 40 
aproximadamente 115%, aproximadamente 120%, aproximadamente 125%, aproximadamente 130%, 
aproximadamente 135%, aproximadamente 140%, aproximadamente 145%, aproximadamente 150%, 
aproximadamente 155%, aproximadamente 160%, aproximadamente 165%, aproximadamente 170%, 
aproximadamente 175%, aproximadamente 180%, aproximadamente 185%, aproximadamente 190%, 
aproximadamente 195%, aproximadamente 200% o más, en comparación con la esperanza de vida media de uno o 45 
más individuos de control con ELA sin tratamiento. En algunas realizaciones, el tratamiento da como resultado un 
aumento de la esperanza de vida de un paciente en más de 6 meses, aproximadamente 7 meses, aproximadamente 
8 meses, aproximadamente 9 meses, aproximadamente 10 meses, aproximadamente 11 meses, aproximadamente 
12 meses, aproximadamente 2 años, aproximadamente 3 años, aproximadamente 4 años, aproximadamente 5 
años, aproximadamente 6 años, aproximadamente 7 años, aproximadamente 8 años, aproximadamente 9 años, 50 
aproximadamente 10 años o más, en comparación con la esperanza de vida promedio de uno o más individuos 
control con ELA sin tratamiento. En algunas realizaciones, el tratamiento da como resultado una supervivencia a 
largo plazo de un paciente. Tal y como se utiliza en el presente documento, la expresión "supervivencia a largo 
plazo" se refiere a un tiempo de supervivencia o esperanza de vida más largo que aproximadamente 40 años, 45 
años, 50 años, 55 años, 60 años o más. 55 

El término "mejorar", "aumentar" o "reducir", tal como se usa en el presente documento, indica valores relativos a un 
control. En algunas realizaciones, el control adecuado es una medida basal, tal como una medición en el mismo 
individuo antes del inicio del tratamiento descrito en el presente documento, o una medición en un individuo de 
control (o individuos múltiples control) en ausencia del tratamiento descrito en el presente documento. Un "individuo 
control" es un individuo afectado por el ELA, que tiene aproximadamente la misma edad y/o género que la persona 60 
que está siendo tratada (para asegurar que las etapas de la enfermedad en el individuo tratado y el individuo o 
individuos de control son comparables). 
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El individuo (también conocido como "paciente" o "sujeto") que recibe el tratamiento es un individuo (feto, bebé, niño, 
adolescente o humano adulto) que tiene ELA o que tiene el potencial de desarrollar ELA. En algunos casos, el sujeto 
a tratar está genéticamente predispuesto a desarrollar ELA. Por ejemplo, el sujeto a tratar tiene una mutación en un 
gen ALS2, gen VAPB, gen SETX, gen TDP-43, gen FUS/TLS y/o gen OPTN.  

Terapia combinada 5 

En algunas realizaciones, el agente NMD descrito en este documento debe administrarse a un sujeto en 
combinación con una o más terapias adicionales para tratar la ELA o uno o más síntomas de la ELA. Por ejemplo, el 
agente NMD se puede administrar en combinación con riluzol (Rilutek®, Sanofi-Aventis, Bridgewater, NJ), baclofeno, 
diazepam, trihexifenidilo o amitriptilina. 

En algunas realizaciones, la administración combinada del agente NMD y el segundo agente da como resultado una 10 
mejora en la ELA o un síntoma de la misma en un grado mayor que el producida por el agente NMD o el segundo 
agente solo. La diferencia entre el efecto combinado y el efecto de cada agente por sí solo puede ser una diferencia 
estadísticamente significativa.  

En algunas realizaciones, la administración combinada del agente NMD y el segundo agente permite la 
administración del segundo agente a una dosis reducida, a un número menor de dosis, y / o a una menor frecuencia 15 
de dosificación en comparación con el régimen de dosificación estándar aprobado para el segundo agente. Por 
ejemplo, el régimen aprobado estándar para el Rilutek® es 50 mg cada 12 horas. En consecuencia, para la 
administración en combinación con un agente NMD, la cantidad terapéuticamente eficaz de Rilutek® puede ser una 
dosis de menos de aproximadamente 50 mg y/o una frecuencia mayor que aproximadamente cada 12 horas. 

En algunas realizaciones, el agente inmunosupresor conocido por el experto se puede administrar a un sujeto en 20 
combinación con un polipéptido UPF1 descrito en este documento. Los agentes inmunosupresores ejemplares 
incluyen, entre otros, ciclosporina, FK506, rapamicina, CTLA4-Ig, agentes anti-TNF (como el etanercept), 
daclizumab (p. ej., ZenapaxTM), agentes anti-CD2, agentes anti-CD4 y agentes anti-CD40. 

Métodos de identificación de moduladores de la expresión o actividad de polipéptidos NMD 

Los polipéptidos NMD descritos en este documento (por ejemplo, los polipéptidos UPF1, UPF2, UPF3, SMG1, 25 
SMG5, SMG6 o SMG7) son útiles para identificar agentes que pueden utilizarse potencialmente para tratar la ELA. 
Por ejemplo, un agente que aumenta la expresión o la actividad de un polipéptido NMD se puede identificar como un 
agente que se puede utilizar para tratar la ELA. Existen métodos numéricos para evaluar si un agente altera la 
expresión de polipéptido NMD o la actividad o nivel de los polipéptidos NMD. La capacidad de un agente de prueba 
para modular (por ejemplo, aumentar o disminuir) la expresión (por ejemplo, de forma permanente o temporal) de un 30 
promotor de polinucleótidos NMD puede ser evaluada, por ejemplo, por el ensayo de transcripción de reportero de 
rutina (por ejemplo, LacZ, luciferasa o GFP). Por ejemplo, puede ponerse en contacto una célula o animal 
transgénico cuyo genoma comprenda un gen reportero vinculado operativamente a un promotor polinucleótido NMD, 
con el agente de prueba, de modo que la capacidad del agente de prueba para aumentar o disminuir la actividad del 
reportero será indicativa de la capacidad del agente para modular el polipéptido NMD. 35 

Los efectos del agente de prueba en la expresión del polipéptido NMD o la actividad o el nivel del polipéptido NMD 
se pueden evaluar en una célula, un lisado celular o un sujeto, preferiblemente un mamífero experimental no 
humano y, más preferiblemente, un roedor (por ejemplo, una rata, un ratón, un conejo) o un explante del mismo. Los 
métodos de evaluación de la expresión de polipéptidos NMD son habituales en la técnica, por ejemplo, análisis 
Northern, ensayo de protección de ribonucleasas, reacción en cadena de polimerasa-transcripción inversa (RT-PCR) 40 
o hibridación in situ del ARN (véase, por ejemplo, Sambrook et al. Molecular Cloning: A Laboratory Manual (3ª ed. 
2001)). El nivel de polipéptido NMD puede ser monitoreado, por ejemplo, por análisis Western, inmunoensayo o 
hibridación in situ. En algunas realizaciones, se transfecta la construcción de ADN que codifica el polipéptido 
NMD/proteína de fusión GFP en células, y se determina el nivel de fluorescencia de GFP en presencia o ausencia 
de un agente de prueba. El aumento de la fluorescencia en presencia del agente de prueba es indicativo de la 45 
capacidad del agente de prueba para aumentar el nivel del polipéptido NMD.  

El efecto del agente de prueba en la expresión del polipéptido NMD o la actividad o nivel del polipéptido NMD puede 
confirmarse en un segundo ensayo, por ejemplo, se observa como un cambio, en presencia del agente de prueba, 
en la capacidad del polipéptido NMD para reducir la toxicidad de una célula, por ejemplo, una célula neuronal, que 
expresa TDP-43 y/o FUS. 50 

Los agentes y agentes de ensayo que se utilizarán en los métodos descritos en el presente documento incluyen 
extractos crudos, o parcial o sustancialmente purificados, de fuentes orgánicas, por ejemplo, extractos botánicos 
(por ejemplo, hierbas) y algas, elementos inorgánicos o compuestos, así como agentes parcial o sustancialmente 
purificados o sintéticos, por ejemplo, moléculas pequeñas, polipéptidos, anticuerpos y polinucleótidos, y bibliotecas 
de estos. 55 

En un ejemplo, se pueden producir u obtener bibliotecas químicas combinatorias que muestreen compuestos 
químicos que están relacionados estructural o químicamente o no. La preparación y el cribado de bibliotecas 
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químicas combinatorias es habitual para los expertos en la técnica. Tales bibliotecas químicas combinatorias 
incluyen, entre otras, bibliotecas de péptidos (véase, por ejemplo, la Patente de Estados Unidos No. 5.010.175; 
Furka, Int. J. Pept. Prot. Res. 37:487-493 (1991); y Houghton et al., Nature 354:84-88 (1991)). También se pueden 
utilizar otras farmacias para generar bibliotecas de diversidad química. Tales productos químicos incluyen, entre 
otros: peptoides (por ejemplo, la Publicación PCT No. WO 91/19735), péptidos codificados (por ejemplo, la 5 
Publicación PCT No. WO 93/20242), bio-oligómeros aleatorios (por ejemplo, la Publicación PCT No. WO 92/00091), 
benzodiazepinas (p. ej., la Pat. de EE.UU. No. 5.288.514), diversómeros  como hidantoínas, benzodiazepinas y 
dipéptidos (Hobbs et al., Proc. Nat. Acad. Sci. USA 90:6909-6913 (1993)), polipéptidos vinílogos (Hagihara et al., J. 
Amer. 114:6568 (1992)), péptido-miméticos no peptídicos con estructuras de glucosa (Hirschmann et al., J. Amer. 
Chem. Soc. 114:9217-9218 (1992)), síntesis orgánicas análogas de pequeñas bibliotecas de compuestos (Chen et 10 
al., J. Amer. Chem. Soc. 116:2661 (1994)), oligocarbamatos (Cho et al., Science 261:1303 (1993)), y/o fosfonatos de 
peptidilo (Campbell et al., J. Org. Chem. 59:658 (1994)), bibliotecas de ácidos nucleicos, bibliotecas de ácidos 
nucleicos peptídicas (véase, por ejemplo, Pat. de EE.UU. No. 5.539.083), bibliotecas de anticuerpos (véase, por 
ejemplo, Vaughn et al., Nature Biotechnology, 14(3):309-314 (1996) y el documento PCT/US96/10287), bibliotecas 
de carbohidratos (véase, p. ej., Liang et al., Science, 274:1520-1522 (1996) y la Pat. de EE.UU. No 5.593.853) y 15 
bibliotecas de moléculas orgánicas pequeñas (véase, por ejemplo, benzodiazepinas, Baum C&EN, 18 de enero, 
página 33 (1993); isoprenoides, Pat. de EE.UU. No. 5.569.588; tiazolidinonas y metatiazanonas, Pat. de Estados 
Unidos No. 5.549.974; pirrolidinas, Pat. de Estados Unidos No. 5.525.735 y 5.519.134; compuestos de morfolino, 
Pat. de EE.UU. No 5.506.337; benzodiazepinas, Pat. de EE.UU. No. 5.288.514, etc.).  

La invención se ilustrará a continuación con los siguientes ejemplos. Los ejemplos se proporcionan únicamente con 20 
fines ilustrativos. No deben interpretarse como que limitan el alcance o el contenido de la invención de ninguna 
manera. 

Ejemplos 

Ejemplo 1: La expresión de UPF1 en neuronas elimina la toxicidad de FUS o TDP-43 

El presente ejemplo describe la reducción de la toxicidad neuronal mediada por TDP-43 o FUS por UPF1. 25 

Se utilizó un modelo de levadura de ELA para identificar un gen humano, UPF1, que suprimió la toxicidad del 
FUS/TLS en levadura (Ju et al., PLoS Biol. 9:e1001052 (2011)). Además, la UPF1 fue capaz de suprimir la 
citotoxicidad de las mutaciones de TDP-43 asociadas a ELA en levadura. 

Para probar la eficacia de UPF1 en la reducción de la citotoxicidad mediada por TDP-43 o FUS en neuronas, UPF1 
se expresó en neuronas motoras que expresaban FUS o TDP-43 asociados a la enfermedad. Las neuronas motoras 30 
fueron aisladas de ratones o creadas a partir de fibroblastos tomados de pacientes con ELA humana utilizando 
técnicas de células iPS (descritas en Yamanaka et al., Cell 126:663-676 (2006)). FUS o TDP-43 fueron marcados 
con EGFP (Proteína Verde Fluorescente Potenciada) y fueron expresados en neuronas motoras, que fueron 
visualizadas por microscopia fluorescente usando mApple. 

Las neuronas motoras murieron a los pocos días de la expresión de FUS o TDP-43 debido a la toxicidad de estas 35 
proteínas relacionadas con la ELA. La UPF1 se expresó en las neuronas motoras y se determinaron las curvas de 
supervivencia de Kaplan-Meyer. Como se muestra en la Figura 1A, la expresión de UPF1 no tuvo ningún efecto 
sobre la supervivencia de las neuronas naturales, lo que indica que UPF1 no era un factor de supervivencia 
genérico. Sin embargo, como se muestra en la Figura 1B, UPF1 fue capaz de eliminar completamente la toxicidad 
de TDP-43 de una manera dependiente de la dosis. UPF1 tuvo un efecto similar en las células que expresaban FUS 40 
(datos no mostrados). Además, la expresión de UPF1 no pudo recuperar la toxicidad de los mutantes asociados a la 
ELA de SOD1, demostrando por primera vez que los ELAf dependientes de SOD1 son una enfermedad distinta 
mecanísticamente. 

Ejemplo 2: Ensayo de selección en levadura para compuestos que recuperan la toxicidad de FUS 

Se desarrolló una selección de fármaco basada en el modelo de levadura descrito en el Ejemplo 1 para identificar 45 
compuestos que recuperaban la toxicidad resultante de la expresión de FUS. Debido a que el fenotipo fue 
recuperado de la muerte celular, la selección mostró una señal excepcionalmente buena con respecto al ruido, con 
una puntuación de Z’ de aproximadamente 0,8. 

Brevemente, se diseñaron dos cepas de levadura: "1XFUS", en la que un gen FUS se integró establemente en el 
locus HIS; y "1XVec", en el que se integró un vector vacío en el mismo locus. Los medios utilizados fueron 50 
YPRafinosa y 2XYPGalactosa (2X concentrado). Las células de levadura se cultivaron inoculando una sola colonia 
de la cepa 1XFUS o la cepa 1XVec en 2 ml de un medio de YPRafinosa y se cultivaron durante la noche a 30ºC. Los 
cultivos nocturnos se utilizaron entonces para inocular 50 ml de medio YPRafinosa a una OD600=0,2 y se cultivaron 
durante 24 horas a 30ºC. 

Los cultivos se diluyeron entonces en 500 ml de medio YPGalactosa 2X a OD600=0,2. Se rellenaron placas de 384 55 
pocillos previamente con 25 µl de cada compuesto de ensayo a una concentración de 30 µM. Se utilizó un Multidrop 
para añadir 25 µl de la suspensión de 1XFUS a cada pocillo en las columnas 1-23 de la placa; se añadió 1XVec a 
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cada pocillo en la columna 24 como control. La levadura y los compuestos se mezclaron a fondo. Las placas se 
mantuvieron en una incubadora humidificada a 30ºC. El OD600 de cada placa fue monitoreado a las 24 h y 48 
horas. 

El compuesto o compuestos que rescataron el crecimiento de 1XFUS fueron seleccionados y reevaluados. Los 
compuestos que pasaron la reevaluación se comprobaron en un experimento de respuesta de 10 dosis. Los 5 
compuestos que mostraron buenas respuestas de la dosis fueron reordenados, y reevaluados. 

Secuencias 

Secuencia de nucleótidos UPF1 (No. de entrada del GenBank U59323.1, nt 176-3532) (SEQ ID NO:1) 
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Secuencia de aminoácidos UPF1 (No. de entrada del GenBank AAC51140.1) (SEQ ID NO:2) 

 

Secuencia de nucleótidos UPF2 (No. de entrada del GenBank AF318574.1, nt 76-3894) (SEQ ID NO:3) 

 5 
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Secuencia de aminoácidos UPF2 (No. de entrada del GenBank AAG60689.1) (SEQ ID NO:4) 
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Secuencia de nucleótidos UPF3 (No. de entrada del GenBank AF318575_1, nt 22-1380) (SEQ ID NO:5) 

 

Secuencia de nucleótidos UPF3 (No. de entrada del GenBank AAG60690.1) (SEQ ID NO:6) 5 
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Secuencia de nucleótidos SMG1 (No. de entrada del GenBank NM_015092.4, nt 364-11349) (SEQ ID NO:7) 
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Secuencia de aminoácidos SMG1 (No. de entrada del GenBank NP_055907.3) (SEQ ID NO:8) 
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Secuencia de nucleótidos SMG5 (No. de entrada del GenBank NM_015327.2, nt 150-3200) (SEQ ID NO:9) 
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Secuencia de aminoácidos SMG5 (No. de entrada del GenBank NP_056142.2) (SEQ ID NO:10) 

 

Secuencia de nucleótidos SMG6 (No. de entrada del GenBank BC064916.1, nt 296-1831) (SEQ ID NO:11) 

 5 
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Secuencia de nucleótidos SMG6 (No. de entrada del GenBank AAH64916.1) (SEQ ID NO:12) 

 

Secuencia de nucleótidos SMG7 (No. de entrada del GenBank BC036381.1, nt 119-3655) (SEQ ID NO:13) 

 5 
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Secuencia de aminoácidos SMG7 (No. de entrada del GenBank AAH36381.1) (SEQ ID NO:14) 
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REIVINDICACIONES 

1. Un método in vitro para reducir la toxicidad de TDP-43 en una célula neuronal humana o en una célula glial 
humana que padece o es susceptible de padecer dicha toxicidad, que comprende: 

proporcionar a la célula una cantidad terapéuticamente efectiva de un polipéptido UPF1, reduciendo así la toxicidad 
de TDP-43 en la célula. 5 

2. El método de la reivindicación 1, en el que la cantidad terapéuticamente efectiva es una cantidad que se 
correlaciona con una probabilidad estadísticamente significativa de reducir la toxicidad de TDP-43 en la célula. 

3. El método de la reivindicación 1 o 2, en el que la etapa de proporcionar comprende administrar una composición 
que comprende el polipéptido UPF1; o 

donde la etapa de proporcionar comprende administrar una composición que comprende un ácido nucleico que 10 
codifica el polipéptido UPF1. 

4. Un polipéptido UPF1 para su uso en el tratamiento de la esclerosis lateral amiotrófica (ELA) en un sujeto humano, 
en el que el polipéptido UPF1 se administrará a un sujeto que padece o es susceptible de padecer ELA, y en el que 

(i) la ELA está asociada con la toxicidad de TDP-43; o 

(ii) el sujeto no tiene ninguna mutación en el gen SOD1. 15 

5. El polipéptido UPF1 para su uso de la reivindicación 4, en el que debe administrarse una composición que 
comprende el polipéptido UPF1; o 

en el que debe administrarse una composición que comprende un ácido nucleico que codifica el polipéptido UPF1. 

6. El polipéptido UPF1 para su uso de la reivindicación 5, en el que el polipéptido UPF1 o el ácido nucleico debe 
administrarse en el SNC del sujeto. 20 

7. El polipéptido UPF1 para su uso de la reivindicación 5 o 6, en el que el polipéptido UPF1 o el ácido nucleico debe 
administrarse al sujeto mediante inyección intratecal. 

8. Una composición farmacéutica que comprende un polipéptido UPF1 o un ácido nucleico que codifica un 
polipéptido UPF1, y un excipiente farmacéuticamente aceptable para usar en el tratamiento de la ELA, en el que 

(i) la ELA está asociada con la toxicidad de TDP-43; o 25 

(ii) el sujeto que tiene ELA no tiene ninguna mutación en el gen SOD1. 

9. La composición farmacéutica para su uso de la reivindicación 8, que comprende además un agente de 
reconocimiento. 

10. La composición farmacéutica para su uso de la reivindicación 8 o 9, en la que el polipéptido UPF1 comprende o 
consiste en la secuencia de aminoácidos de SEO ID NO: 2, o comprende o consiste en una secuencia de 30 
aminoácidos al menos un 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% o 99% idéntica 
con la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 2. 

11. El polipéptido UPF1 para el uso de cualquiera de las reivindicaciones 4 a 7, en el que el polipéptido UPF1 
comprende o consiste en la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 2, o comprende o consiste en una secuencia 
de aminoácidos al menos un 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% o 99% 35 
idéntica con la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 2. 

12. Un ácido nucleico que codifica el polipéptido UPF1 para su uso en el tratamiento de ELA en un sujeto humano 
que padece o es susceptible de padecer ELA, en el que 

(i) la ELA está asociada con la toxicidad de TDP-43; o 

(ii) el sujeto no tiene ninguna mutación en el gen SOD1. 40 

13. El ácido nucleico que codifica el polipéptido UPF1 para su uso de la reivindicación 12, en el que el ácido nucleico 
codifica un polipéptido UPF1 que comprende o que consiste en la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 2, o 
que comprende o consiste en una secuencia de aminoácidos al menos 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 
94%, 95%, 96%, 97%, 98% o 99% idéntica con la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 2. 

14. El polipéptido UPF1 para el uso de cualquiera de las reivindicaciones 4 a 7, la composición farmacéutica para el 45 
uso de una cualquiera de las reivindicaciones 8 a 10 o el ácido nucleico que codifica UPF1 para el uso de la 
reivindicación 12 o 13, en donde la ELA está asociada con la toxicidad de TDP-43. 
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15. El polipéptido UPF1 para el uso de cualquiera de las reivindicaciones 4 a 7, la composición farmacéutica para el 
uso de cualquiera de las reivindicaciones 8 a 10 o el ácido nucleico que codifica UPF1 para el uso de la 
reivindicación 12 o 13, en donde el sujeto no tiene ninguna mutación en el gen SOD1. 
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