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DESCRIPCION
Tratamiento para la esclerosis lateral amiotréfica
Antecedentes de la invencion

La esclerosis lateral amiotrofica (ELA, también llamada enfermedad de Lou Gehrig) es una enfermedad
neurodegenerativa, mortal e implacablemente progresiva, con una prevalencia de aproximadamente 5 personas de
cada 100.000 cada afio y una media en la edad de inicio de unos 60 afos. Los pacientes con ELA sufren la
degeneracion 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 estan vivas en los Estados Unidos desarrollaran en un
futuro la ELA. La muerte ocurre tipicamente 3-5 afios después del inicio de la enfermedad, debido a una pardlisis
respiratoria. No existe ningun tratamiento eficaz para esta enfermedad; el inico 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 descripcidon abarca el sorprendente descubrimiento de que los agentes involucrados en la
descomposicién del ARNm mediado sin sentido (NMD) pueden proteger a las células neuronales del dafio asociado
a TDP-43 o FUS/TLS. Por lo tanto, la presente invencion proporciona un polipéptido UPF1 o un &cido nucleico que
codifica un polipéptido UPF1 para su uso en medicamentos y, especificamente, en el tratamiento o la prevencién
(por ejemplo, retraso del inicio) de la esclerosis lateral amiotréfica (ELA). En un aspecto, la presente descripcion
proporciona métodos para reducir la toxicidad del TDP-43 en una célula neuronal humana o célula glial humana que
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 asi la toxicidad del TDP-43 en la célula. En algunas
realizaciones, el paso de proporcionar comprende la administracion de una composiciéon que comprende el
polipéptido UPF1, o un acido nucleico que codifica el polipéptido UPF1.

En los diversos aspectos, la presente descripcion proporciona un polipéptido UPF o un nucleétido que codifica el
polipéptido UPF1 para su uso en el tratamiento de la esclerosis lateral amiotréfica (ELA) en un sujeto humano, en el
que un polipéptido UPF1, o un &cido 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 esta asociada con la toxicidad de TDP-43; o el sujeto
no tiene ninguna mutacién en un gen SOD1. En algunas realizaciones, la cantidad terapéuticamente efectiva se
correlaciona con una probabilidad estadisticamente significativa de reducir la toxicidad del TDP-43 en una célula
neuronal o una célula de la glia. En algunas realizaciones, la cantidad terapéuticamente efectiva se correlaciona con
una probabilidad estadisticamente significativa de mejorar el procesamiento del ARNm en una célula neuronal o una
célula glial. En algunas realizaciones, la enfermedad, trastorno o condicidon no esta asociada con la toxicidad de
SOD1. En algunas realizaciones, el polipéptido UPF1 o el &cido nucleico que codifica el polipéptido UPF1 debe
administrarse en el SNC del sujeto, tal como por una inyeccién intratecal.

En varios aspectos, la presente descripcion 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 esta asociada con la toxicidad de TDP-43 o el sujeto no tiene ninguna mutaciéon en
un gen SOD1. En algunas realizaciones, la cantidad terapéuticamente efectiva se correlaciona con una probabilidad
estadisticamente significativa de reducir la toxicidad en una célula neuronal humana o una célula glial humana. En
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 estadisticamente 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 Util en el tratamiento de la ELA que comprende:
poner en contacto una poblacién 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 nimero de células viables en la poblacién
después de la etapa de contacto; y comparar el nimero de células viables con un control; en el que el agente de
ensayo que aumenta el numero de células viables en relacion con el control se identifica como un agente Util en el
tratamiento de la ELA. En algunas realizaciones, las células neuronales o las células gliales se transfectan con un
acido nucleico que codifica FUS/TLS o TDP-43.

También se describen en este documento métodos para identificar un agente util en el tratamiento de la ELA que
comprende: poner en contacto una poblacién 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
poblacién de células neuronales o células gliales después de la etapa de contacto; y comparar el nivel de
procesamiento de ARNm con un control; en el que el agente de ensayo que aumenta el nivel de procesamiento de
ARNm en relacién con el control se identifica como agente util en el tratamiento del ELA.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2792 151 T3

También se describen en el presente documento métodos de identificacién de un agente Util en el tratamiento de la
ELA que comprende: poner en contacto una primera poblacién 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 nimero de
células viables en la primera poblacién después de la etapa de contacto; administrar un polipéptido NMD a una
segunda poblacion de células neuronales o células gliales que sufren o son susceptibles a la toxicidad de FUS/TLS
o TDP-43; y determinar un segundo numero de células viables en la segunda poblacién después de la etapa de
administracion; en el que un primer nimero de células viables que es comparable al segundo nimero de células
viables indica que el agente de ensayo es un agente util en el tratamiento de la ELA.

En varios aspectos, la presente descripcién proporciona composiciones farmacéuticas para el uso de ELA que
comprende un polipéptido UPF1, o un &cido nucleico que codifica un polipéptido UPF1, y un excipiente
farmacéuticamente aceptable, en el que la ELA esta asociada con la toxicidad de TDP-43 o el sujeto no tiene
ninguna mutacién en un gen SOD1. En algunas realizaciones, la composicién farmacéutica comprende ademas un
agente de reconocimiento. En algunas realizaciones, tras la administracién a un sujeto, el agente de reconocimiento
detecta selectivamente la composicion en el cerebro.

En varios aspectos, la presente descripcion proporciona un polipéptido UPF1 para el tratamiento de la ELA en un
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 mutacion en un gen SOD1. En algunas realizaciones, el sujeto tiene una
mutacion en un gen ALS2, un gen VAPB, un gen SETX, un gen TDP-43, un gen FUS/TLS o un gen OPTN.

Breve descripcion de los dibujos

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

La FIG. 1A es una representacion grafica de la muerte celular de neuronas después de la expresion de UPF1.
La FIG. 1B es una representacion grafica de la muerte celular de neuronas tras la expresién 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 cientificos utilizados en este documento tienen el mismo significado que
comunmente es entendido por los expertos en la técnica a la que pertenece esta invencion. Aunque puedan
utilizarse en la practica métodos y materiales similares o equivalentes a los descritos en el presente documento o en
las pruebas de la presente invencion, a continuacion se describen algunos métodos y materiales adecuados.

Otras caracteristicas y ventajas de la invencion seran evidentes a partir de la siguiente descripcién detallada, y de
las reivindicaciones.

Definiciones

Para que la presente invencion se entienda mas facilmente, ciertos términos se definen primero a continuacion.
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 mas 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%,
17%, 16%, 15%, 14%, 13%, 12%, 11%, 10%, 9%, 8%, 7%, 6%, 5%, 4%, 3%, 2%, 1%, 0 menos en cualquier
direccion (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 nimero supere el 100% de un valor posible).

Mejora: Tal como se utiliza en el presente documento, el término "mejora" significa la prevencion, reduccién o
paliacion de un estado, o la mejora del estado de un sujeto. La mejora incluye, pero no requiere, una recuperacion
completa o prevencion completa de una condicion de enfermedad.

Parte caracteristica: Tal como se utiliza en el presente documento, la expresion "parte caracteristica" de una
sustancia, en el sentido mas amplio, es aquel que comparte cierto grado de secuencia o identidad estructural con
respecto a toda la sustancia. En determinadas realizaciones, una parte caracteristica comparte al menos una
caracteristica funcional con la sustancia intacta. Por ejemplo, en algunas realizaciones, una "porcién caracteristica"
de un polipéptido o proteina es una que contiene un tramo continuo de aminoacidos, o una coleccién de tramos
continuos de aminoacidos, que juntos son caracteristicos de un polipéptido o proteina. En algunas realizaciones,
cada uno de estos tramos continuos contiene al menos 2, 5, 10, 15, 20, 50 o mas aminoacidos. En algunas
realizaciones, dicho tramo continuo incluye ciertos residuos cuya posicion e identidad son fijas; ciertos residuos cuya
identidad tolera cierta variabilidad (es decir, se acepta uno de los pocos residuos especificados); y, opcionalmente,
ciertos residuos cuya identidad es variable (es decir, se acepta cualquier residuo). En general, una porcién
caracteristica de una sustancia (por ejemplo, de un polipéptido o proteina) es una que, ademas de la identidad de
secuenciacion y/o estructural especificada anteriormente, comparte al menos una caracteristica funcional con la
sustancia intacta pertinente. En algunas realizaciones, una porcion caracteristica puede ser biolégicamente activa.
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Secuencia caracteristica: Una "secuencia caracteristica" es una secuencia que se encuentra en todos los miembros
de una familia de polipéptidos o acidos nucleicos vy, por lo tanto, puede ser utilizada por los expertos en la técnica
para definir a los miembros de la familia.

Terapia combinada: La expresion "terapia combinada”, tal como se utiliza en el presente documento, se refiere a
aquellas situaciones en las que dos o mas agentes farmacéuticos diferentes se administran en regimenes
concomitantes para que el sujeto se exponga simultaneamente a ambos agentes. Cuando se utiliza en terapia de
combinacion, se pueden administrar dos o mas agentes diferentes simultineamente o por separado. Esta
administracion en combinacion puede incluir la administracién simultanea de los dos 0 mas agentes en la misma
forma de dosificacion, la administracién simultdnea en formas de dosificacion separadas, y la administracion
separada. Es decir, dos o0 mas agentes se pueden formular juntos en la misma forma de dosificacion y se
administran simultaneamente. Alternativamente, dos o mas agentes se pueden administrar simultaneamente, donde
los agentes estan presentes en formulaciones separadas. En otra alternativa, un primer agente se puede administrar
solo seguido de uno o mas agentes adicionales. En el protocolo de administracion independiente, se pueden
administrar dos 0 més agentes con unos minutos de diferencia, o con unas horas de diferencia, o con unos dias de
diferencia.

Comparable: La expresiéon "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 comparacién cientificamente legitima. Los expertos en la
técnica apreciardn y comprenderan qué sistemas, conjuntos de condiciones, efectos o0 resultados son
suficientemente similares para ser "comparables" a cualquier sistema de prueba en particular, conjunto de
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 correlaciéon con". Los expertos en la técnica apreciaran que dos caracteristicas, elementos o valores
muestran una correlacion entre si si muestran una tendencia a aparecer y/ o a variar, juntos. En algunas
realizaciones, una correlaciéon es estadisticamente significativa cuando su valor p es menor que 0,05; en algunas
realizaciones, una correlacion es estadisticamente significativa cuando su valor p es menor que 0,01. En algunas
realizaciones, la correlaciéon se evalia mediante el andlisis de regresion. En algunas realizaciones, una correlacion
es un coeficiente de correlacion.

Homologia: Tal como se utiliza en el presente documento, el término "homologia" se refiere a la relacién general
entre moléculas poliméricas, por ejemplo, entre moléculas de acido nucleico (por ejemplo, moléculas de ADN y/o
moléculas de ARN) y/o entre moléculas de polipéptidos. En algunas realizaciones, las moléculas poliméricas se
consideran "homologas" entre si 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 "homologas" entre si si sus secuencias son al menos 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%,
70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95% 0 99% similares.

Identidad: Tal y como se utiliza en el presente documento, el término "identidad" se refiere a la relacién general entre
moléculas poliméricas, por ejemplo, entre moléculas de acido nucleico (por ejemplo, moléculas de ADN y/o
moléculas de ARN) y/o entre moléculas de polipéptidos. El calculo de la identidad porcentual de dos secuencias de
acido nucleico, por ejemplo, se puede realizar alineando las dos secuencias con fines de comparacién 6ptimos (por
ejemplo, se puede inducir las huecos en una o ambas secuencias de acido nucleico para una alineacion 6ptima y las
secuencias no idénticas pueden ser ignoradas a efectos de comparacion). En determinadas realizaciones, la
longitud de una secuencia alineada a efectos de comparacion 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 continuacién, se comparan los nucleétidos en las posiciones de los nucleétidos
correspondientes. Cuando es ocupada una posicién en la primera secuencia por el mismo nucleétido que la posicion
correspondiente en la segunda secuencia, entonces las moléculas son idénticas en esa posicion. El porcentaje de
identidad entre las dos secuencias es una funcién del nimero de posiciones idénticas compartidas por las
secuencias, teniendo en cuenta el nimero de huecos, y la longitud de cada hueco, que debe introducirse para una
alineacion oOptima de las dos secuencias. La comparacion de secuencias y la determinacion de la identidad
porcentual entre dos secuencias se puede realizar mediante un algoritmo matematico. Por ejemplo, la identidad
porcentual entre dos secuencias de nucleétidos se puede determinar utilizando el algoritmo de Meyers y Miller
(CABIOS, 1989, 4:11-17), que se ha incorporado al programa ALIGN (version 2.0) utilizando una tabla de residuos
de peso PAM120, una penalizacién de longitud de hueco de 12 y una penalizacion de hueco de 4. El porcentaje de
identidad entre dos secuencias de nuclettidos puede, alternativamente, determinarse utilizando el programa GAP en
el paquete de software GCG utilizando una matriz NWSgapdna.CMP.

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 medicion de referencia (por
ejemplo, linea de base), como una medicion tomada en condiciones comparables (por ejemplo, en el mismo
individuo antes del inicio del tratamiento descrito en el presente documento, o una mediciéon en un individuo de
control (o multiples individuos de control) en ausencia de tratamiento) descrito en el presente documento.
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Agente NMD: Como se utiliza en el presente documento, la expresiéon "agente NMD" se refiere a un polipéptido
NMD, un acido 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 expresién "polipéptido NMD" se refiere a un
polipéptido cuya secuencia de aminodacidos incluye al menos una secuencia caracteristica y/o muestra 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% 0 70% de identidad con una proteina involucrada en la
descomposicién 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 mamiferos son conocidas en la técnica, como
las descritas en el presente documento; en algunas realizaciones, un polipéptido NMD comparte al menos una
secuencia caracteristica y / o0 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 biolégica con un polipéptido NMD de referencia como
se establece en el presente documento. En algunas de esas realizaciones, la actividad biolégica compartida se
relaciona con la descomposicién 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 aminodcidos unidos entre si por un enlace peptidico. En algunas realizaciones, un
polipéptido puede incluir al menos 3-5 aminoéacidos, cada uno de los cuales se une a otros por medio de al menos
un enlace péptido. Los expertos en la técnica apreciaran que los polipéptidos a veces incluyen aminoacidos "no
naturales" u otras entidades que, sin embargo, son capaces de integrarse en una cadena de polipéptidos,
opcionalmente.

Proteina: Tal y como se utiliza en el presente documento, el término "proteina” se refiere a un polipéptido (es decir,
una cadena de al menos dos aminoacidos unidos entre si por enlaces peptidicos). Las proteinas pueden incluir
restos distintos de los aminoacidos (por ejemplo, pueden ser glicoproteinas, proteoglicanos, etc.) y/o pueden
procesarse o modificarse de otro modo. Los expertos en la técnica apreciardn que una "proteina" puede ser una
cadena de polipéptidos completa tal y como es producida por alguna célula (con o sin una secuencia de sefal), o
puede ser una porcioén caracteristica de la misma. Los expertos apreciaran que una proteina puede incluir algunas
veces mas de una cadena de polipéptidos, por ejemplo, unidos por uno o mas enlaces de disulfuro o asociados por
otros medios. Los polipéptidos pueden contener L-aminoacidos, D-aminoacidos, o ambos y pueden contener
cualquiera de una variedad de modificaciones de aminoacidos o andlogos conocidos en la técnica. Las
modificaciones Utiles incluyen, por ejemplo, acetilaciéon terminal, amidacién, metilacién, etc. En algunas
realizaciones, las proteinas pueden comprender aminodcidos naturales, aminoacidos no naturales, aminoacidos
sintéticos y sus combinaciones. El término "péptido" se utiliza generalmente para referirse a un polipéptido que tiene
una longitud de menos de 100 aminoacidos, menos de unos 50 aminoacidos, menos de 20 aminoacidos, 0 menos
de 10 aminoécidos.

Proporcionar: Tal y como se utiliza en el presente documento, el término "proporcionar” se refiere a la realizacion de
una manipulacién 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 manipulacién. En algunas realizaciones,
proporcionar consiste 0 comprende la administracion de la propia entidad (sola o0 como parte de una composicion);
en alguna realizacion, proporcionar consiste o comprende la administracion 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 administracion del
polipéptido (por ejemplo, a una célula, ya sea aislada o en un organismo); en algunas realizaciones, "proporcionar” el
polipéptido consiste o comprende la administracion de un acido nucleico que codifica el polipéptido; en algunas
realizaciones, "proporcionar" el polipéptido consiste o0 comprende la administracion de un agente que resulta en una
mayor expresion de una copia endégena del polipéptido (por ejemplo, estimulando una o mas de una transcripcion,
procesamiento de ARN, traduccién, 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
documento. Por ejemplo, en algunas realizaciones, un individuo de "referencia" es un individuo de control que no
esta 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
esta siendo tratado (para asegurar que las etapas de la enfermedad en el individuo tratado y el individuo o individuos
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 invencion pueden ser utilizadas o administradas, por
ejemplo, con fines experimentales, diagndsticos, profilacticos y/o terapéuticos. Los sujetos tipicos incluyen animales
(por ejemplo, mamiferos como ratones, ratas, conejos, primates no humanos y seres humanos; insectos; gusanos;
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 proteina 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
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 patologia, sintoma o
caracteristica 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 biolégico
y/o farmacolégico deseado.

Régimen terapéutico: Tal y como se utiliza en el presente documento, la expresién "régimen terapéutico" se refiere a
cualquier agente utilizado para aliviar, parcial o completamente, mejorar, paliar, inhibir, prevenir, retrasar la aparicion
de uno o mas sintomas o caracteristicas de una enfermedad, trastorno, y / o condicion particular, reducir su
gravedad y / o reducir la incidencia. Puede incluir la administracion de una o més dosis, opcionalmente espaciadas
por intervalos de tiempo regulares o variados. En algunas realizaciones, un régimen terapéutico es aquel cuyo
rendimiento esta disenado para lograr y/o esta correlacionado con el logro de un efecto particular (por ejemplo, en
una poblacién relevante de células, tejidos u organismos), por ejemplo, reduciendo o eliminando una condicién o
enfermedad perjudicial como la ELA. En algunas realizaciones, el tratamiento incluye la administracién de uno o mas
agentes terapéuticos simultdneamente, secuencialmente o en diferentes momentos, durante la misma o diferente
cantidad de tiempo. En algunas realizaciones, el "régimen de tratamiento" incluye métodos genéticos como la terapia
génica, la eliminacion de genes u otros métodos conocidos por inducir o reducir la expresion (por ejemplo, la
transcripcion, el procesamiento y/o la traduccién de un producto genético en particular, como una transcripcion
primaria o ARNm).

Cantidad terapéuticamente eficaz: Tal y como se utiliza en el presente documento, la expresién "cantidad
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 relacién 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 indicacion o siente un efecto). En algunas realizaciones, la
"cantidad terapéuticamente efectiva" se refiere a una cantidad de un agente terapéutico o una composicion efectiva
para tratar, mejorar o prevenir (por ejemplo, el retraso en su aparicion) de una enfermedad o condicion relevante, y/o
exhibir un efecto terapéutico o preventivo detectable, tal y como es aliviar los sintomas asociados con la
enfermedad, prevenir o retrasar el inicio de la enfermedad, y/o también disminuir la gravedad o frecuencia de los
sintomas de la enfermedad. Una cantidad terapéuticamente eficaz debe cominmente administrarse en un régimen
de dosificacion que puede comprender multiples dosis unitarias. Para cualquier agente terapéutico en particular, una
cantidad terapéuticamente eficaz (y/o una dosis unitaria adecuada dentro de un régimen de dosificacién eficaz)
puede variar, por ejemplo, dependiendo de la via de administracién, o de la combinacion con otros agentes
terapéuticos.

Alternativamente o adicionalmente, una cantidad especifica terapéuticamente eficaz (y/o dosis unitaria) para
cualquier paciente en particular puede depender de una variedad de factores, incluyendo la forma particular de ELA
que se esta tratando; la gravedad de la ELA; la actividad del agente terapéutico especifico empleado; la composicion
especifica empleada; la edad, el peso corporal, el estado de salud general, el sexo y la dieta del paciente; el tiempo
de administracion, la via de administracion y/o la tasa de excrecién o metabolismo del agente terapéutico especifico
empleado; la duracién 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")
se refiere a cualquier administraciéon 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 aparicion, reduce la gravedad y/o reduce la incidencia de uno o mas sintomas o caracteristicas de
una enfermedad en particular, trastorno, y / o condicién (por ejemplo, ELA); en algunas realizaciones, la
administracion del agente terapéutico de acuerdo con el régimen terapéutico esta correlacionada con el logro del
efecto deseado. Dicho tratamiento puede ser en un sujeto que no presente signos de enfermedad, ni de trastorno y/o
condicion relevante y/o en un sujeto que sélo presente signos iniciales de la enfermedad, trastorno y/o condicion.
Alternativa o adicionalmente, dicho tratamiento puede ser en un sujeto que presente uno o mas signos establecidos
de la enfermedad, trastorno y/o condicion pertinentes. En algunas realizaciones, el tratamiento puede ser en un
sujeto que haya sido diagnosticado como que sufre de una enfermedad, trastorno y/o condicion relevantes. En
algunas realizaciones, el tratamiento puede ser en un sujeto que se sabe que tiene uno o mas factores de
susceptibilidad que estan estadisticamente correlacionados con un mayor riesgo del desarrollo de la enfermedad,
trastorno y/o condicion pertinentes.

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

Esclerosis lateral amiotrofica (ELA)

La ELA, que existe en formas heredadas y aleatorias, se caracteriza por la degeneracién de las neuronas motoras
espinales, lo que conduce a la pardlisis y la muerte. Mientras que la mayoria de las formas de ELA son esporadicas
e idiopaticas (ELAe), alrededor del 10% de los casos se heredan de una manera mendeliana y se denomina en tal
caso ELA familiar (ELAf). La presente invencion proporciona composiciones y métodos Utiles para el tratamiento de
la ELA.

Mediante el andlisis genético, se han identificado varios genes que causan las ELAf. Las primeras mutaciones
fueron identificadas en SOD1, que codifica la superoxido dismutasa de cobre/zinc expresada ubicuamente. Estas
variantes estén 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
proteina B de membrana asociada a vesiculas (VAPB) (Nishimura et al., Am. J. Hum. Genet. 75:822-831 (2004)),
senataxin (SETX) (Chen et al., Am. J. Hum. Genet. 74:1128-1135 (2004)), Proteina de union 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)). EI FUS/TLS es una proteina de unién al acido
nucleico en la que, cuando se muta, puede causar un subconjunto de ELAf y también puede aumentar el riesgo de
padecer la enfermedad esporadica. Aunque el FUS/TLS se encuentra por lo normal predominantemente en el
nucleo, las formas mutantes patégenas de FUS/TLS pasan, y las inclusiones de forma, al citoplasma de las
neuronas motoras espinales afectadas o la glia.

Los estudios de estos genes han proporcionado informacion sobre los procesos bioquimicos que pueden ser
fundamentales en la ELA. Los mecanismos putativos de las neuronas motoras que reconocen la toxicidad incluyen
la excitotoxicidad del glutamato, el dafio oxidativo, la inhibicion proteosdmica, la disfuncién mitocondrial, el estrés
RE, defectos en el transporte axonal, deficiencia de sefalizacion del factor de crecimiento y disfuncion celular glial
(Rothstein et al., Ann. Neurol. 65:S3-S9 (2009); llieva et al., J. Cell Biol. 187:761-772 (2009)).

Descomposicion del ARNm mediado sin sentido

En las células de mamiferos, la expresion de genes codificantes proteicos requiere una serie de pasos en los que el
pre-mRNA se procesa hasta ARNm en el nlcleo antes de que el ARNm se traduzca en proteinas en el citoplasma.
Estos pasos estan sujetos a controles de calidad para garantizar que sélo 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 descomposicion del ARNm mediado por sin sentido (NMD), degrada los ARNm que
terminan prematuramente la traduccion mas de 50-55 nucleétidos después de una unién exén-exén como un medio
para prevenir la sintesis de proteinas truncadas potencialmente dafinas (ver, por ejemplo, Maquat, J. Cell Sci.
118:1773-1776 (2005); Nicholson et al., Biochem. Soc. Trans. 38:1615-20 (2010)). Un namero de proteinas estan
involucradas en NMD en las células de mamiferos, 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)). Segun la presente descripcion, cualesquiera polipéptidos NMD se
pueden utilizar para tratar la ELA en los métodos descritos en este documento.

Secuencias de acido nucleico que codifican polipéptidos NMD

Los métodos, usos y composiciones descritos en este documento incluyen, por ejemplo, acidos nucleicos que
codifican el polipéptido NMD UPF1. Segun la presente descripcion, tales acidos nucleicos (y polipéptidos) son utiles
en el tratamiento de la ELA. En algunas realizaciones, tales acidos nucleicos tienen o incluyen una secuencia de
nucledtidos como se establece en SEQ ID NO:1, o elementos de secuencia caracteristicos de los mismos o en los
mismos. En algunas realizaciones, los acidos nucleicos Utiles 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% 0 70% de identidad de secuencia general con SEQ ID NO:1. Alternativamente o ademas, en
algunas realizaciones, los acidos nucleicos utiles incluyen al menos 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18,
19, 20, 21, 22, 23, 24, 25 o mas residuos contiguos que se encuentran en SEQ ID NO:1. En algunas realizaciones,
se generan &cidos nucleicos Utiles in vitro, en algunas realizaciones, se generan acidos nucleicos in vivo utiles. En
algunas realizaciones, se generan &cidos nucleicos Utiles utilizando medios tecnolégicos de ingenieria genética (por
ejemplo, para la produccién y/o la mutagénesis de una secuencia de referencia). Por poner sélo algunos ejemplos,
en algunas realizaciones, las variantes de acido nucleico de SEQ ID NO:1 se generan utilizando técnicas tales como
mutagénesis dirigida al sitio, mutagénesis quimica aleatoria, procedimientos de eliminaciéon de exonucleasa lll y
técnicas de clonaciéon estandar. En algunas realizaciones, los &cidos nucleicos utiles se generan utilizando
procedimientos de sintesis y/o de modificacién quimica.
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Diversos métodos de fabricacion de éacidos nucleicos que son "variantes" con respecto al acido nucleico de
referencia (por ejemplo, un acido nucleico de origen natural u otro tipo) son habituales en la técnica. Estos incluyen,
por ejemplo, procedimientos en los que las secuencias de acido nucleico obtenidas a partir de aislados naturales son
modificados para generar acidos nucleicos que codifican polipéptidos con caracteristicas que mejoran su valor en
aplicaciones industriales o de laboratorio. En algunas de tales realizaciones de dichos procedimientos, se genera y
caracteriza un gran ndmero de secuencias de variantes que tienen una o mas diferencias de nucledtidos con
respecto a la secuencia obtenida del aislado natural. Tipicamente, estas diferencias de nucleétidos resultan en
cambios de aminodacidos con respecto a los polipéptidos codificados por los &cidos nucleicos de los aislados
naturales.

Por ejemplo, se pueden crear variantes utilizando una PCR propensa a errores (véase, por ejemplo, Leung et al.,
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 acidos nucleicos que se mutan se mezclan con cebadores de la PCR, tampdn de reaccién,
MgClz, MnCl2, Tag polimerasa, y una concentracion adecuada de dNTPS para lograr una alta tasa de mutacién
puntual a lo largo de toda longitud del producto PCR. Por ejemplo, la reaccién se puede realizar utilizando 20 fmoles
de &cido nucleico a ser mutado, 30 pmol de cada cebador PCR, un tampdn de reaccion compuesto por 50 mM de
KCI,10 mM de Tris HCI (pH 8,3), y 0,01% de gelatina, MgCl2 7 mM, MnCl2 0,5 mM, 5 unidades de polimerasa Tagq,
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
94°C durante 1 min, 45°C durante 1 min y 72°C durante 1 min. Sin embargo, se apreciara que estos parametros
pueden variar segun corresponda. Los acidos nucleicos mutagenizados se clonan en un vector apropiado y se
evallan las actividades de los polipéptidos codificados por los acidos nucleicos mutagenizados.

Las variantes también se pueden crear utilizando mutagénesis dirigida por oligonucleétidos para generar mutaciones
especificas del sitio en cualquier ADN clonado de interés. La mutagénesis de oligonucle6tidos se describe, por
ejemplo, en Reidhaar-Olson et al., Science 241:53-57 (1988). En resumen, en tales procedimientos se sintetiza una
pluralidad de oligonucleétidos bicatenario que llevan una o méas 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 evallan 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 incorporacién de un
producto PCR a partir de una mezcla de pequefios fragmentos de ADN. Un gran nimero de reacciones PCR
diferentes se producen en paralelo en el mismo vial, con los productos de una reaccion cebando los productos de
otra reaccion. La PCR de montaje se describe, por ejemplo, en la Pat. de EE.UU. No. 5.965.408. Otro método de
generacioén de variantes es la mutagénesis PCR sexual. En la mutagénesis PCR sexual, la recombinacién homoéloga
forzada ocurre entre las moléculas de ADN de diferentes, pero altamente relacionadas, secuencias de ADN in vitro
como resultado de una fragmentacion aleatoria de la molécula de ADN basada en la homologia de secuencia. Esto
es seguido por la fijacion del cruce por la extension de cebador en una reaccion PCR. La mutagénesis de la PCR
sexual esta 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 acido nucleico se generan propagando la secuencia en una cepa bacteriana, tal como en una
cepa de E. coli, que transmite mutaciones en una o mas de las vias de reparacion del ADN. Estas cepas
"mutadoras” tienen una tasa de mutacion aleatoria mas alta que la de una cepa de tipo salvaje. La propagacion de
una secuencia de ADN en una de estas cepas generard mutaciones aleatorias dentro del ADN. Las cepas
mutadoras adecuadas para su uso para la mutagénesis in vivo se describen, por ejemplo, en la Publicaciéon PCT No.
WO 91/16427.

También se pueden generar variantes utilizando mutagénesis de casete. En la mutagénesis de casete, una pequefa
region de una molécula de ADN bicatenario se reemplaza por un "casete" de oligonucleétido sintético que difiere de
la secuencia nativa. El oligonucledtido 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 ingenieria de proteinas (es decir, mutagénesis de proteinas)
desarrollada para producir diversas poblaciones de mutantes fenotipicamente relacionados cuyos miembros difieren
en la secuencia de aminoacidos. Este método utiliza un mecanismo de retroalimentacion 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
mutantes Unicos y funcionales, en el que pequefios grupos de residuos se aleatorizan en paralelo para identificar, en
cada posicion alterada, aminoacidos que conducen a proteinas 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
pluralidad de acidos nucleicos que codifican polipéptidos distintos se fusionan para crear secuencias de acido
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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 acidos nucleicos para su uso de acuerdo con la presente descripcion comprenden
residuos de nucleétidos de origen natural. En algunas realizaciones, los acidos nucleicos para su uso de acuerdo
con la presente descripcion incluyen uno o mas "andlogos" de nucleétidos. Un andlogo de nucledtido es un
nucleétido (es decir, una entidad que se incorpora a un polimero de &cido nucleico sin alterar significativamente la
estructura y/o funcién de ese polimero) cuya estructura quimica difiere de la de los residuos de referencia de acidos
ribonucleicos o desoxirribonucleicos naturales adenina, guanina, citosina, timina y uracilo. En algunas realizaciones,
un analogo de nucleétido difiere de su nucle6tido de referencia en el resto base, el resto azucar y/o la estructura de
fosfato. En algunas realizaciones, un analogo de nucleétido contribuye a una o méas caracteristicas alteradas en un
polimero de acido nucleico en el que se incorpora en comparacién con un polimero de acido nucleico comparable
que contiene su nucleotido de referencia en lugar del anélogo. Por ejemplo, en algunas realizaciones, dicho polimero
que contiene el analogo muestra mejores estabilidad, hibridacion y/o solubilidad.

En algunas realizaciones, las alteraciones del resto de la base que se encuentran en los analogos de nucleotidos
incluyen desoxiuridina para la desoxitimidina y 5-metil-2'-desoxicitidina o 5-bromo-2'-desoxicitidina para la
desoxicitodina. En algunas realizaciones, las alteraciones del resto del azicar que se encuentran en los anélogos de
nucleétidos incluyen la modificacion del 2'-hidroxilo del azucar de ribosa para formar aziucares 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
andalogos de nucledtidos incluyen acidos nucleicos de morfonilo, en los que cada resto base se une a un anillo de
seis miembros de morfolino o acidos nucleicos peptidicos, en los que la estructura de desoxifosfato se sustituye por
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 andlogos de nucleétidos pueden tener una estructura de fosfotioato o fosfoditioato, un
fosforoamidito o una estructura de fosfotriester de alquilo.

En algunos casos, un polinucleétido UPF1 o variante para su uso de acuerdo con la presente descripcion incluye
alteraciones de coddn o codones para optimizar la expresion en una célula huésped determinada. Por ejemplo, para
la expresion en E. coli, un polinucleétido o variante NMP puede incluir uno o més 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. Segun la presente descripcion, este
polipéptido es util en el tratamiento de la ELA. En algunas realizaciones, tal polipéptido util en la practica de la
presente descripcion tiene o incluye la secuencia de amino&cidos que se establece en SEQ ID NO:2, o elementos de
secuencia caracteristicos de la misma o en la misma. En algunas realizaciones, los polipéptidos utiles 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
NO:2. Alternativa o adicionalmente, en algunas realizaciones, los polipéptidos Utiles incluyen al menos 5, 10, 15, 20,
25, 30, 35, 40, 45, 50, 75, 100 o 150 o mas residuos de aminoacidos contiguos que se encuentran en SEQ ID NO:2.

En algunas realizaciones, el polipéptido util difiere de su polipéptido de referencia (por ejemplo, un polipéptido que
tiene o incluye una secuencia de aminoacidos como se establece en SEQ ID NO:2, o elementos de secuencia
caracteristicos de los mismos o0 en el mismo) por uno o mas residuos de aminoacidos. Por ejemplo, en algunas
realizaciones, la diferencia es una sustitucién conservadora o no conservadora de uno o mas residuos de
aminoacidos. Las sustituciones conservadoras son aquellas que sustituyen un aminoacido dado en un polipéptido
por otro aminodcido de caracteristicas similares. Las sustituciones conservadoras tipicas comportan los siguientes
reemplazos: reemplazo de un aminoacido alifatico, como alanina, valina, leucina y isoleucina, con otro aminoacido
alifatico; reemplazo de una serina con una treonina o viceversa; la sustitucion de un residuo &cido, como el acido
aspartico y el acido glutamico, por otro residuo acido; la sustitucién 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 basico,
como la lisina y la arginina, por otro residuo basico; y la sustitucion de un residuo aromatico, como la fenilalanina y la
tirosina, por otro residuo aromatico.

En algunas realizaciones, los polipéptidos UPF1 incluyen un grupo sustitutivo en uno o mas residuos de
aminoacidos. Otros polipéptidos Utiles estan asociados (por ejemplo, fusionados, vinculados o acoplados) con otro
resto (por ejemplo, un péptido o molécula). Por ejemplo, los polipéptidos UPF1 Utiles se pueden fusionar, vincular o
acoplar a una secuencia de aminoacidos (por ejemplo, una secuencia lider, una secuencia secretora, una secuencia
de proproteinas, un segundo polipéptido o una secuencia que facilite la purificacion, el enriquecimiento o la
estabilizacion del polipéptido). En otras determinadas realizaciones, el polipéptido incluye un agente de
reconocimiento, por ejemplo, el agente de reconocimiento descrito en este documento.

Se conocen diversos métodos de fabricacion 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 utilizacién de un sistema de células huésped disefiado para expresar un acido nucleico que codifique un
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polipéptido NMD (por ejemplo, el &cido nucleico descrito en este documento). Alternativa o adicionalmente, el
polipéptido NMD se puede producir activando un gen endogeno (por ejemplo, un &cido nucleico que codifica un
polipéptido NMD presente endégenamente en una célula). Alternativa o adicionalmente, el polipéptido NMD puede
ser parcial o totalmente preparado por sintesis quimica. Alternativa o adicionalmente, el polipéptido NMD puede ser
purificado a partir de fuentes naturales.

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

En algunas realizaciones, el polipéptido UPF1 adecuado para su uso en los métodos descritos en este documento
se produce en células de mamiferos. Ejemplos no limitativos de células de mamiferos que se pueden utilizar
incluyen la linea de mieloma del raton BALB/c (NSO/I, ECACC No: 85110503); retinoblastos humanos (PER.CB6,
CruCell, Leiden, Paises Bajos); linea CVI renal de mono transformada por SV40 (COS-7, ATCC CRL 1651); linea
renal embrionaria humana (células 293 o 293 subclonadas para su crecimiento en el cultivo de la suspension,
Graham et al., J. Gen Virol., 36:59,1977); linea celular de fibrosarcoma humano (por ejemplo, HT1080); células
renales de hamster bebé (BHK, ATCC CCL 10); células de ovario de hamster chino +/-DHFR (CHO, Urlaub and
Chasin, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 77:4216, 1980); células sertoli de ratén (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 hepaticas de rata de bufalo (BRL 3A, ATCC CRL 1442); células pulmonares humanas (W138,
ATCC CCL 75); células hepaticas humanas (Hep G2, HB 8065); tumor mamario de ratén (MMT 060562, ATCC
CCL51); células TRI (Mather et al., Annals N.Y. Acad. Sci., 383:44-68, 1982); células MRC 5; células FS4; y una
linea de hepatoma humano (Hep G2).

Agentes de reconocimiento

Un agente NMD descrito en este documento se puede proporcionar en asociacion con un agente de reconocimiento
y/o puede incluirlo. El agente NMD utilizado en los métodos de la invencién, para su uso en el tratamiento de
acuerdo con la invencion o en la composicion farmacéutica para su uso en el tratamiento segun la invencion es un
polipéptido UPF1 o un &cido nucleico que codifica un polipéptido UPF1.

La presente descripcién no se limita a ningin agente de reconocimiento particular, y se puede utilizar una variedad
de agentes de reconocimiento. Ejemplos de estos agentes de reconocimiento incluyen, entre otros, acidos nucleicos
(por ejemplo, ARN y ADN), polipéptidos (por ejemplo, ligandos receptores, péptidos de sefial, avidina, proteina Ay
proteinas de unién de antigeno), polisacaridos, biotina, grupos hidréfobos, grupos hidréfilos, farmacos y cualquier
molécula organica 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
agente de reconocimiento esta 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 pequeiias 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 proteinas de unién a antigenos o anticuerpos o
porciones de unién de los mismos. Se pueden generar anticuerpos para permitir la focalizacion especifica de
antigenos o inmunogenes (por ejemplo, antigenos especificos de células diana o tejido diana). Tales anticuerpos
incluyen, entre otros, anticuerpos policlonales; anticuerpos monoclonales o sus fragmentos de unién a antigeno;
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
monocatenarios, anticuerpos de dominio Unico (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; 12 edicién)). La union de anticuerpos se puede realizar por
cualquier método conocido, por ejemplo, mediante una unioén covalente estandar a grupos de aminas libres (véase,
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 acido nucleico (por ejemplo, ARN o ADN). En
algunos ejemplos, los agentes de reconocimiento de acido nucleico estan disefiados para hibridarse mediante el
emparejamiento de bases con un &cido nucleico determinado (por ejemplo, ADN cromosémico, ARNm o ARN
ribosémico). En algunas situaciones, los agentes de reconocimiento de &cido nucleico se unen a un ligando en una
célula diana o tejido diana. Por ejemplo, un acido nucleico puede unirse al factor de crecimiento del nervio humano
(Binkley et al., Nucl. Acids Res. 23:3198-205 (1995)). Los &cidos nucleicos que unen ligandos se identifican
mediante métodos conocidos, como los procedimientos SELEX (véase, por ejemplo, los documentos Pat. de EE.UU.
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N® 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 aptameros, 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 captaciéon celular. Por ejemplo, el agente de reconocimiento puede ser manosa-6-fosfato (M6P),
oligosacaridos bis-fosforilados, o IGF-Il, que son dUtiles para detectar al receptor de la manona-6-fosfato
independiente del cation (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 Util para reconocer una célula cerebral.

Administracion terapéutica

Los agentes NMD (por ejemplo, polinucledtidos NMD, un acido 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 segun la invenciéon o en la composicion farmacéutica para su uso en el tratamiento segun la
invencion es un polipéptido UPF1 o un &cido nucleico que codifica un polipéptido UPF1. La ruta y/o el modo de
administracion 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 regimenes de dosificacion se
pueden ajustar para proporcionar la respuesta deseada, por ejemplo, una respuesta terapéutica.

Las vias de administracién incluyen, entre otras, intradérmicas, intramusculares, intraperitoneales, intravenosas,
subcutaneas, intranasales, epidurales, orales, sublinguales, intracerebrales, intratecales, intravaginales,
transdérmicas, rectales, por inhalacion o tdpicas, particularmente en los oidos, nariz, ojos o piel. El modo de
administracién queda a discrecion del practicante.

En algunos casos, el agente NMD descrito en este documento (por ejemplo, una formulaciéon farmacéutica de un
agente NMD) puede cruzar eficazmente la barrera hematoencefalica y entrar en el cerebro. En otros casos, el
agente NMD puede ser administrado utilizando técnicas disefiadas para permitir o para mejorar la capacidad de la
formulacion para cruzar la barrera hematoencefalica. 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 formulacién también se pueden modificar (por ejemplo, quimicamente) usando métodos
conocidos en la técnica para facilitar su entrada en el SNC.

Por ejemplo, los métodos fisicos de transporte de composiciones a través de la barrera hematoencefalica incluyen,
entre otros, eludir la barrera hematoencefalica por completo, o mediante la creaciéon de aberturas en la barrera
hematoencefalica. Los métodos de elusidn incluyen, entre otros, la inyeccion directa en el cerebro (ver, por ejemplo,
Papanastassiou et al., Gene Therapy 9: 398-406 (2002)) e implantar un dispositivo de administracion 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 Publicacién de
Patente de EE.UU. No. 2002/0038086), presion osmotica (por ejemplo, por administracién de manitol hipertonico
(Neuwelt, E. A., Implication of the Blood-Brain Barrier and its Manipulation, Vols 1 & 2, Plenum Press, N.Y. (1989),
permeabilizacién, 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 transfeccién de neuronas que se extienden por la
barrera hematoencefalica con vectores que contienen genes que codifican un agente NMD (véase, por ejemplo,
Publ. Patente de EE.UU. N°. 20030083299).

Los métodos basados en lipidos también se pueden utilizar para transportar un agente NMD a través de la barrera
hematoencefalica. Los métodos ejemplares y no limitativos incluyen encapsular un agente NMD en liposomas que
estan 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 hematoencefalica (véase, por ejemplo, Publ. Patente de EE.UU.
N¢. 20020025313). En otras realizaciones, el agente de reconocimiento esta recubierto de particulas de lipoproteinas
de baja densidad (véase, por ejemplo, la Publ. Patente de EE.UU. N2. 20040204354) o una polipoproteina E (véase,
por ejemplo, Publ. Patente de EE.UU. N°. 20040131692).

En algunas realizaciones, el agente NMD se administra al SNC de un sujeto, por ejemplo, mediante la
administracion en el liquido cefalorraquideo (LCR) de un sujeto que necesita tratamiento. Tal como se utiliza en el
presente documento, la administracién intratecal (también conocida como inyeccion intratecal) se refiere a una
inyeccion en el canal espinal (espacio intratecal que rodea la médula espinal). Se pueden utilizar varias técnicas,
incluyendo, sin limitacién, la inyeccién cerebroventricular lateral a través de un agujero de rebaba o una puncion
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).

En algunos casos, el agente NMD descrito en este documento debe administrarse localmente. Esto puede lograrse,
por ejemplo, mediante perfusion local durante la cirugia, aplicacion tépica (por ejemplo, en una crema o locion), por
inyeccion, por medio de un catéter, por medio de un supositorio 0 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 sialasticas, 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 via adecuada, incluyendo inyeccién
intraventricular, inyeccion intratecal, inyeccion paraspinal, inyeccion epidural, enema y por inyecciéon adyacente a un
nervio periférico.

Especificamente, se pueden utilizar varios dispositivos para la entrega intratecal de los agentes NMD descritos en
este documento. En algunas realizaciones, el dispositivo para la administracion 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 comunicacién fluida con el puerto de entrada del fluido y un segundo orificio de flujo configurado
para su insercion en la médula espinal; y un mecanismo de aseguramiento para asegurar la insercién del cuerpo
hueco en la médula espinal. Se pueden utilizar otros dispositivos para efectuar la administracién intratecal de una
composicion terapéutica. Por ejemplo, las formulaciones que contienen agentes NMD se pueden administrar
utilizando un reservorio de Ommaya que es comun que se utilice para la administracion intratecal de medicamentos
para la carcinomatosis meningea (Lancet 2: 983-84, 1963). Mas especificamente, el tubo ventricular debe ser
insertado a través de un agujero formado en el cuerno anterior y debe ser conectado a un depésito Ommaya
instalado bajo el cuero cabelludo, y el depésito debe ser perforado subcutaneamente para entregar intratecalmente
el agente NMD, que se inyecta en el depdsito. Otros dispositivos para la administracion 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 inyeccién o
por perfusién continua. Debe entenderse que el tratamiento de dosificacion puede estar en la forma de una
administracién de dosis Unica o dosis multiples.

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

En relacion con la administracion intravenosa, el volumen de dosis Unica adecuado para la administracion intratecal
suele ser pequefio. Tipicamente, la administracién intratecal mantiene el equilibrio de la composiciéon del LCR, asi
como la presion intracraneal del sujeto. En algunas realizaciones, la administracién intratecal se realiza sin la
retirada correspondiente del LCR en el sujeto. En algunas realizaciones, un volumen de dosis Unica 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 0 0,5 ml. En
algunas realizaciones, el volumen de dosis Unica 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 administracion
intratecal de acuerdo con el presente invento implica una cantidad deseada de LCR que se retirara primero. En
algunas realizaciones, menos de aproximadamente 10 ml (p. ej., menos de aproximadamente 9 ml, 8 ml, 7 ml, 6 ml,
5ml, 4 ml, 3 ml, 2 ml, 1 ml) de LCR se retirard primero antes de la administracion intratecal. En esos casos, el
volumen de dosis Unica adecuado puede ser, por ejemplo, superior a aproximadamente 3 ml, 4 ml, 5 ml, 6 ml, 7 ml,
8 ml, 9ml, 10ml, 15 ml, 0 20 ml.

La administracion pulmonar también se puede emplear, por ejemplo, mediante el uso de un inhalador o nebulizador,
y formulacion con un agente aerosolizante, o0 mediante perfusion en un fluorocarbono o un tensioactivo pulmonar
sintético.

El agente NMD descrito en este documento puede formularse como una composicion farmacéutica que incluya una
cantidad adecuada de un excipiente fisiolégicamente aceptable (véase, por ejemplo, Remington's Pharmaceutical
Sciences pp. 1447-1676 (Alfonso R. Gennaro, ed., 192 ed. 1995)). Estos excipientes fisiologicamente aceptables
pueden ser, por ejemplo, liquidos, 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
fisiologicamente aceptables pueden ser solucidon salina, goma acacia, gelatina, pasta de almidén, talco, queratina,
silice coloidal, urea y similares. Ademas, se pueden utilizar agentes auxiliares, estabilizadores, espesantes,
lubricantes y colorantes. En una situacién, los excipientes fisiol6gicamente aceptables son estériles cuando se
administran a un animal. El excipiente fisioldgicamente aceptable debe ser estable en las condiciones de fabricacion
y almacenamiento y debe preservarse contra la accién contaminante de los microorganismos. Las soluciones salinas
de soluciones acuosas de dextrosa y glicerol también se pueden emplear como excipientes liquidos, especialmente
para soluciones inyectables. Los excipientes fisiologicamente aceptables adecuados también incluyen almidén,
glucosa, lactosa, sacarosa, gelatina, malta, arroz, harina, tiza, gel silice, estearato sédico, glicerol monoestearato,
talco, cloruro de sodio, leche desnatada seca, glicerol, propileno, glicol, agua, etanol y similares. Otros ejemplos de
excipientes fisiolégicamente aceptables adecuados se describen en Remington’s Pharmaceutical Sciences pp.
1447-1676 (Alfonso R. Gennaro, ed., 192 ed. 1995). Las composiciones farmacéuticas, si se desean, también
pueden contener pequefas cantidades de agentes humectantes o emulsionantes, o agentes tampén del pH.

Los portadores de liquidos se pueden utilizar en la preparacion de soluciones, suspensiones, emulsiones, jarabes y
elixires. El agente NMD descrito en este documento puede ser suspendido en un portador de liquidos
farmacéuticamente aceptable como agua, un disolvente organico, una mezcla de ambos, o aceites o grasas
farmacéuticamente aceptables. El portador liquido puede contener otros aditivos farmacéuticos adecuados, incluidos
solubilizantes, emulsionantes, tampones, conservantes, edulcorantes, agentes aromatizantes, agentes de
suspension, agentes espesantes, colores, reguladores de la viscosidad, estabilizantes u osmoreguladores. Ejemplos
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adecuados de portadores de liquidos para la administracion oral y parenteral incluyen agua (particularmente
conteniendo los aditivos descritos en este documento, por ejemplo, derivados de celulosa, incluyendo solucion de
carboximetilcelulosa sédica), alcoholes (incluyendo alcoholes monohidricos y alcoholes polihidricos, por ejemplo,
glicoles) y sus derivados, y aceites (por ejemplo, aceite de coco fraccionado y aceite de araquis). Para la
administracion parenteral el portador también puede ser un éster aceitoso como el oleato etilico y el miristato de
isopropilo. Los portadores de liquidos pueden estar en forma liquida estéril para su administracion. El portador
liguido para composiciones presurizadas puede ser un hidrocarburo halogenado u otro propelente
farmacéuticamente aceptable.

En otros casos, el agente NMD descrito en este documento esta formulado para su administracion intravenosa. Las
composiciones para administracion intravenosa pueden comprender un tampon acuoso isotonico estéril. Las
composiciones también pueden incluir un agente solubilizante. Las composiciones para la administracién
intravenosa pueden incluir opcionalmente un anestésico local como la lidocaina para disminuir el dolor en el lugar de
la inyeccién. Los ingredientes se pueden suministrar por separado o mezclarse en una forma de dosificacién
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
documento deba administrarse por perfusion, se puede dispensar, por ejemplo, con un frasco de perfusion que
contenga agua estéril de grado farmacéutico o una solucion salina. Cuando un agente NMD descrito en este
documento se administre por inyeccion, se puede proporcionar una ampolla de agua estéril para inyeccién o
solucidn salina para que los ingredientes se puedan mezclar antes de la administracion.

El agente NMD descrito en este documento se puede administrar rectal o vaginalmente en la forma de un supositorio
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 adicién de ceras para
alterar el punto de fusién 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
determinar utilizando técnicas clinicas estandar conocidas por los expertos en la técnica. Ademas, los ensayos in
vitro o in vivo se pueden emplear opcionalmente para ayudar a identificar intervalos de dosificacién 6ptimos. La
dosis precisa a emplear también puede depender de la via de administracion, la condicién, la gravedad de la
condicion que se esta tratando, asi como varios factores fisicos relacionados con la persona que esta siendo tratada,
y se puede decidir segun al juicio del profesional de la salud.

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 multiples. Dichas composiciones se pueden administrar a intervalos regulares, dependiendo
de la naturaleza, gravedad y extension de la condicion del sujeto (por ejemplo, ELA). En algunas realizaciones, la
cantidad terapéuticamente eficaz de un agente terapéutico (por ejemplo, un agente NMD) se administra
intratecalmente y periédicamente a intervalos regulares (por ejemplo, una vez al afio, 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), 0 semanalmente).

Tal y como se usa en el presente documento, la expresion "cantidad terapéuticamente eficaz" se determina en gran
medida sobre la base de la cantidad total del agente terapéutico contenido en las composiciones farmacéuticas
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
profilactico deseado, tal como una cantidad suficiente para tratar la ELA o sus sintomas. Generalmente, la cantidad
del agente terapéutico (por ejemplo, un agente NMD) administrado al sujeto necesitado de éste dependera de las
caracteristicas del sujeto. Tales caracteristicas incluyen la condicion, gravedad de la enfermedad, estado de salud
general, edad, sexo y peso corporal del sujeto. Todo experto en la técnica serd capaz de determinar facilmente las
dosis adecuadas dependiendo de estos y otros factores relacionados. Ademas, pueden emplearse opcionalmente
ensayos dianas y subjetivos para identificar intervalos de dosificacién éptimos. La cantidad terapéuticamente eficaz
se puede administrar en un régimen de dosificacion que puede incluir multiples dosis unitarias.

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
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,
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
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
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
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 apreciaria, 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 liquido
cefalorraquideo. Como apreciarian 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 proteina en adultos serian 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.

Debe entenderse ademas que para cualquier sujeto en particular, los regimenes de dosificacion especificos se
pueden ajustar con el tiempo de acuerdo con la necesidad individual y el juicio profesional de la persona que
administra o supervisa la administracién de un agente NMD y que los intervalos de dosificacion establecidos en este
documento son ejemplares solamente y no estan destinados a limitar el alcance o la practica de la invencidn
reivindicada.

En algunos casos, la composicién farmacéutica descrita en este documento esta en forma de dosificacion unitaria,
por ejemplo, como una tableta, capsula, polvo, solucién, suspensién, emulsién, granulo, o supositorio. En tal forma,
la composicion farmacéutica se puede subdividir en dosis unitarias que contengan cantidades apropiadas de un
agente NMD descrito en este documento. La forma de dosificacion unitaria puede ser un paquete de una
composicién farmacéutica, por ejemplo, polvos envasados, viales, ampollas, jeringas precargadas o sobres que
contienen liquidos. La forma de dosificacién unitaria puede ser, por ejemplo, una capsula o tableta por si misma, o
puede ser un numero adecuado de cualquiera de estas composiciones en la forma de un paquete. Tal forma de
dosificacién unitaria puede contener de aproximadamente 1 mg/kg a aproximadamente 250 mg/kg, y se puede
administrar en una sola dosis 0 en dos 0 mas dosis divididas.

Terapia genética

En las realizaciones en las que el agente NMD consiste o comprende un &cido nucleico que codifica un polipéptido
UPF1, la presente descripcion incluye métodos de administracion de dicho acido nucleico a un sujeto para tratar la
ELA.

En algunas realizaciones, el acido nucleico que codifica el polipéptido UPF1 se inserta en un vector viral para su
administracion a un sujeto. Por ejemplo, se pueden utilizar vectores retrovirales como sistema de administracion
recombinante para transferir acidos 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 Utiles en los
métodos de la presente descripcion 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 raton
(MMTYV) virus del sarcoma de Rou (RSV), virus del sarcoma de Fujinami (FuSV), virus del osteosarcoma murino FBR
(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 demas 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 replicacion se puede
empaquetar en viriones que se pueden utilizar para infectar una célula diana mediante el uso de un virus auxiliar por
técnicas estandar (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 acidos nucleicos que
codifican polipéptidos UPF1. EI 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
litico 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 Utiles en los métodos de la
presente descripcion 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 acido 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 acidos nucleicos en diferentes tipos de células utilizando vectores AAV (véase, por
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 Utiles incluyen aquellos que normalmente
infectan a los seres humanos (por ejemplo, los serotipos 1, 2, 3A, 3B, 4, 5y 6) o los primates (por ejemplo, los
serotipos 1y 4).

En otras realizaciones, los métodos no virales son utiles para suministrar un &cido 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 mamiferos para la utilizacion y el transporte intracelular de
macromoléculas. Por ejemplo, se pueden utilizar sistemas de administracion liposémicos, conjugados de polilisina y
cubiertas virales artificiales. En algunas realizaciones, el acido nucleico que codifica el polipéptido UPF1 esta
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 polimeros cationicos ("agentes de complejidad") conocidos por unirse espontaneamente y condensar acidos
nucleicos en nanoparticulas también se pueden utilizar incluyendo, por ejemplo, proteinas naturales, péptidos o
derivados, asi como polimeros cationicos sintéticos como polietilenimina (PEI), polilisina (PLL), etc. Muchos
polimeros Utiles contienen ambos grupos amino cargables que permiten la interaccién idnica con fosfato de ADN
cargado negativamente, y una region degradable, como un enlace de éster hidrolizable. Ejemplos de estos incluyen,
sin limitacién, poli(L-acido alfa-(4-aminobutil)-glicélico), red poli(éster de amino), y poli(ésteres de beta-amino). Estos
agentes de complejacion pueden proteger el ADN contra la degradacién, por ejemplo, mediante nucleasas,
componentes séricos, etc., y crear una carga superficial menos negativa que pueda facilitar el paso a través de
membranas hidrofébicas (por ejemplo, citoplasmatica, lisosémica, endosémica, nuclear) de la célula. Ciertos agentes
complejantes facilitan eventos de trafico intracelular como escapes endosdmicos, transporte citoplasmatico y entrada
nuclear, y pueden disociarse del &cido nucleico.

Terapia basada en células

El polinucledtido UPF1 también se puede proporcionar ventajosamente a una célula ex vivo, seguido de la
administracion de la célula viva al sujeto. En algunas realizaciones, las células primarias o secundarias estan
genéticamente disefiadas 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
algunas realizaciones, las células primarias se obtienen a partir de un individuo al que se le va a administrar una
célula primaria 0 secundaria genéticamente disefiada. 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, ratén, rata, conejo, gato, perro,
cerdo, vaca, pajaro, oveja, cabra, caballo).

Las células primarias o secundarias (por ejemplo, de origen vertebrado o de mamiferos) pueden ser transfectadas
con un acido nucleico que codifica un polipéptido UPF1. En algunas realizaciones, la célula es transfectada con una
secuencia de acido nucleico exdgena que incluye un acido nucleico que codifica un polipéptido UPF1 y una
secuencia de acido nucleico adicional (por ejemplo, una secuencia reguladora, por ejemplo, un promotor, que causa
la expresion, por ejemplo, una expresion inducible o sobre-regulacion de una secuencia UPF1 enddgena). Las
células primarias 0 secundarias transfectadas también pueden incluir un ADN que codifique un marcador
seleccionable que confiera un fenotipo seleccionable, facilitando su identificacién y aislamiento.

Las células que han sido modificadas para expresar una proteina 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 acido nucleico en una célula humana primaria para su introduccion en un ser humano.
Aunque el uso de células humanas para la terapia ex vivo se prefiere en algunas realizaciones, otras células como
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 composicién 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 composicién 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,
por ejemplo, para beneficio terapéutico.

El material informativo de los kits no esta limitado en su forma. En algunos casos, el material informativo puede
incluir informacién sobre la produccién de un agente NMD, el peso molecular de un agente NMD, la concentracion,
la fecha de caducidad, la informacion por lotes o del sitio de produccién, 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
administracién adecuado (por ejemplo, una dosis, forma de dosificacion o modo de administracion 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 fotografia, por ejemplo, una etiqueta o una hoja impresa. El material informativo también
se puede proporcionar en otros formatos, como Braille, material informatico, de grabacién de videos o grabacion de
audios. En otros casos, el material informativo del kit es informacién de contacto, por ejemplo, una direccion fisica,
direccion de correo electrénico, sitio web o nimero de teléfono, donde el usuario del kit puede obtener informacion
sustantiva sobre el agente NMD en él y / 0 su uso en los métodos descritos en el presente documento. El material
informativo también se puede proporcionar en cualquier combinacion de formatos.

Ademas de un agente NMD, el kit puede incluir otros ingredientes, como un disolvente o tampén, un estabilizador o
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, liquida, seca
o liofilizada. Los componentes pueden ser sustancialmente puros (aunque se pueden combinar juntos o
administrarse separados entre si) y / o estériles. Cuando los componentes se proporcionan en una solucion liquida,
la solucion liquida puede ser una solucidén acuosa, tal como una solucion acuosa estéril. Cuando los componentes
se proporcionan como una forma seca, la reconstitucion generalmente es mediante la adicion de un disolvente
adecuado. El disolvente, por ejemplo, agua estéril o tampdn, se puede proporcionar opcionalmente en el kit.

El kit puede incluir uno o mas 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
un manguito o paquete de plastico. En otras situaciones, los elementos separados del kit se encuentran dentro de un
unico 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 mas formas de dosificacion unitaria
(por ejemplo, la forma de dosificacion descrita en este documento) de un agente NMD. Los recipientes pueden
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, blisters 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 evaporacion) y/o herméticos.

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

Tratamiento de la ELA

La presente invencién abarca el sorprendente hallazgo de que los agentes NMD son Utiles, entre otras cosas, en el
tratamiento o la prevencion (es decir, retraso de la aparicion) de la ELA. UPF1 fue identificado inicialmente como uno
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 constatacion de que la expresion de UPF1 en células
neuronales que expresan TDP-43 reduce la toxicidad celular es sorprendente, especialmente teniendo en cuenta la
constatacion de que la expresion de UPF1 no tuvo ningun 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
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 acido nucleico que codifica un polipéptido UPF1. En algunas realizaciones, el agente NMD
debe proporcionarse a una o mas de las células diana o tejidos del cerebro, la médula espinal y/o los 6rganos
periféricos. En algunas realizaciones, las células o tejidos diana incluyen las células o tejidos que muestran una
patologia, sintoma o caracteristica asociada a la enfermedad. En algunas realizaciones, las células o tejidos diana
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 estd en riesgo de desarrollar ELA, logrando asi una concentracién terapéutica dentro de las
células y tejidos afectados del SNC (por ejemplo, el cerebro). Por ejemplo, se puede proporcionar un polipéptido
UPF1 o un acido nucleico que codifica un polipéptido UPF1 a las células o tejidos diana del cerebro, la médula
espinal y/o los érganos periféricos para tratar la ELA. Tal y como se utiliza en el presente documento, el término
"tratar" o "tratamiento” se refiere a la mejora de uno o més sintomas asociados con la enfermedad, la prevencion o el
retraso de la aparicién de uno o mas sintomas de la enfermedad, y / o disminuir la gravedad o frecuencia de uno o
mas sintomas de la enfermedad.

En algunas realizaciones, el tratamiento se refiere a la mitigacion parcial o completa, mejora, alivio, inhibicion,
retraso del inicio, reduccion de la gravedad y / o incidencia del deterioro neurol6gico en un paciente que sufre o es
susceptible de sufrir ELA. Tal y como se utiliza en el presente documento, la expresion "deterioro neuroldgico"
incluye varios sintomas asociados con la incomunicacion del sistema nervioso central (por ejemplo, el cerebro y la
médula espinal). Los sintomas de deterioro neurolégico pueden incluir, por ejemplo, retraso del desarrollo, deterioro
cognitivo progresivo, pérdida de audicién, deterioro del desarrollo del habla, déficits sensomotores, hiperactividad,
agresividad y/o trastornos del suefio, entre otros.

En algunas realizaciones, el tratamiento se refiere a la disminucion de la toxicidad de varias células o tejidos. En
algunas realizaciones, el tratamiento se refiere a la disminucién 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 mas en comparaciéon con un control. En algunas realizaciones, la
toxicidad se reduce al menos 1 veces, 2 veces, 3 veces, 4 veces, 5 veces, 6 veces, 7 veces, 8 veces, 9 veces 0 10
veces en comparacion 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, tomografias
computarizadas CT, resonancia magnética, MRI, resonancia magnética, MRI, funcional, etc.).

En determinadas realizaciones, el tratamiento segun la presente descripcién da como resultado una reduccion (por
ejemplo, alrededor de un 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 40%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 90%, 95%,
97,5%, 99% o0 mas de reduccion) o una eliminaciéon completa de la presencia, o alternativamente la acumulacion, de
uno o mas marcadores patolégicos, clinicos o bioldgicos que estan asociados con la ELA. Por ejemplo, en algunas
realizaciones, tras la administraciéon a un sujeto, la composicién farmacéutica descrita en este documento demuestra
o logra una reduccién en la pérdida muscular, la flexibilidad muscular, la debilidad muscular, la espasticidad, los
reflejos anormales del tenddn, el signo de Babinski, los problemas respiratorios, la debilidad facial, el habla sorda, la
pérdida de percepcion, la pérdida de razonamiento, la pérdida de juicio y/o la pérdida de la imaginacion.

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
mas 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%,
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 mas, en comparacién con la esperanza de vida media de uno o
mas 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 mas de 6 meses, aproximadamente 7 meses, aproximadamente
8 meses, aproximadamente 9 meses, aproximadamente 10 meses, aproximadamente 11 meses, aproximadamente
12 meses, aproximadamente 2 afos, aproximadamente 3 afos, aproximadamente 4 afos, aproximadamente 5
anos, aproximadamente 6 afios, aproximadamente 7 afos, aproximadamente 8 afos, aproximadamente 9 anos,
aproximadamente 10 afos o mas, en comparacion con la esperanza de vida promedio de uno 0 mas 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 expresién "supervivencia a largo
plazo" se refiere a un tiempo de supervivencia o esperanza de vida mas largo que aproximadamente 40 afos, 45
afos, 50 afos, 55 afos, 60 afios 0 mas.

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 mediciéon en el mismo
individuo antes del inicio del tratamiento descrito en el presente documento, o una medicion en un individuo de
control (o individuos multiples 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
que esta 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, nifo,
adolescente o humano adulto) que tiene ELA o que tiene el potencial de desarrollar ELA. En algunos casos, el sujeto
a tratar esta genéticamente predispuesto a desarrollar ELA. Por ejemplo, el sujeto a tratar tiene una mutaciéon en un
gen ALS2, gen VAPB, gen SETX, gen TDP-43, gen FUS/TLS y/o gen OPTN.

Terapia combinada

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

En algunas realizaciones, la administracién combinada del agente NMD y el segundo agente da como resultado una
mejora en la ELA o un sintoma 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 si solo puede ser una diferencia
estadisticamente significativa.

En algunas realizaciones, la administracion combinada del agente NMD y el segundo agente permite la
administracion del segundo agente a una dosis reducida, a un nimero menor de dosis, y / 0 a una menor frecuencia
de dosificacién en comparacioén con el régimen de dosificacion estandar aprobado para el segundo agente. Por
ejemplo, el régimen aprobado estadndar para el Rilutek® es 50 mg cada 12 horas. En consecuencia, para la
administracion en combinacion 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
combinacion con un polipéptido UPF1 descrito en este documento. Los agentes inmunosupresores ejemplares
incluyen, entre otros, ciclosporina, FK506, rapamicina, CTLA4-lg, agentes anti-TNF (como el etanercept),
daclizumab (p. ej., Zenapax™), agentes anti-CD2, agentes anti-CD4 y agentes anti-CD40.

Métodos de identificacion de moduladores de la expresién o actividad de polipéptidos NMD

Los polipéptidos NMD descritos en este documento (por ejemplo, los polipéptidos UPF1, UPF2, UPF3, SMG1,
SMG5, SMG6 o SMG7) son Uutiles para identificar agentes que pueden utilizarse potencialmente para tratar la ELA.
Por ejemplo, un agente que aumenta la expresion 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
expresion 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 expresion (por ejemplo, de forma permanente o temporal) de un
promotor de polinucleétidos NMD puede ser evaluada, por ejemplo, por el ensayo de transcripcion 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 polinucle6tido NMD,
con el agente de prueba, de modo que la capacidad del agente de prueba para aumentar o disminuir la actividad del
reportero serd indicativa de la capacidad del agente para modular el polipéptido NMD.

Los efectos del agente de prueba en la expresion 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 mamifero experimental no
humano y, mas preferiblemente, un roedor (por ejemplo, una rata, un ratén, un conejo) o un explante del mismo. Los
métodos de evaluaciéon de la expresion de polipéptidos NMD son habituales en la técnica, por ejemplo, analisis
Northern, ensayo de proteccién de ribonucleasas, reaccién en cadena de polimerasa-transcripcion inversa (RT-PCR)
o hibridacion in situ del ARN (véase, por ejemplo, Sambrook et al. Molecular Cloning: A Laboratory Manual (32 ed.
2001)). El nivel de polipéptido NMD puede ser monitoreado, por ejemplo, por andlisis Western, inmunoensayo o
hibridacion in situ. En algunas realizaciones, se transfecta la construccién de ADN que codifica el polipéptido
NMD/proteina de fusion 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
capacidad del agente de prueba para aumentar el nivel del polipéptido NMD.

El efecto del agente de prueba en la expresién 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.

Los agentes y agentes de ensayo que se utilizaran en los métodos descritos en el presente documento incluyen
extractos crudos, o parcial o sustancialmente purificados, de fuentes organicas, por ejemplo, extractos botanicos
(por ejemplo, hierbas) y algas, elementos inorganicos o compuestos, asi como agentes parcial o sustancialmente
purificados o sintéticos, por ejemplo, moléculas pequefias, polipéptidos, anticuerpos y polinucleétidos, y bibliotecas
de estos.

En un ejemplo, se pueden producir u obtener bibliotecas quimicas combinatorias que muestreen compuestos
quimicos que estan relacionados estructural o quimicamente o no. La preparacién y el cribado de bibliotecas
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quimicas combinatorias es habitual para los expertos en la técnica. Tales bibliotecas quimicas 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 quimica. Tales productos quimicos incluyen, entre
otros: peptoides (por ejemplo, la Publicacion PCT No. WO 91/19735), péptidos codificados (por ejemplo, la
Publicacién PCT No. WO 93/20242), bio-oligdmeros aleatorios (por ejemplo, la Publicacion PCT No. WO 92/00091),
benzodiazepinas (p. €j., la Pat. de EE.UU. No. 5.288.514), diversémeros como hidantoinas, benzodiazepinas y
dipéptidos (Hobbs et al., Proc. Nat. Acad. Sci. USA 90:6909-6913 (1993)), polipéptidos vinilogos (Hagihara et al., J.
Amer. 114:6568 (1992)), péptido-miméticos no peptidicos con estructuras de glucosa (Hirschmann et al., J. Amer.
Chem. Soc. 114:9217-9218 (1992)), sintesis organicas analogas de pequenas bibliotecas de compuestos (Chen et
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 acidos nucleicos, bibliotecas de acidos
nucleicos peptidicas (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. €j., Liang et al., Science, 274:1520-1522 (1996) y la Pat. de EE.UU. No 5.593.853) y
bibliotecas de moléculas organicas pequenas (véase, por ejemplo, benzodiazepinas, Baum C&EN, 18 de enero,
pagina 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 invencién se ilustrara a continuacion con los siguientes ejemplos. Los ejemplos se proporcionan Gnicamente con
fines ilustrativos. No deben interpretarse como que limitan el alcance o el contenido de la invencién de ninguna
manera.

Ejemplos
Ejemplo 1: La expresion de UPF1 en neuronas elimina la toxicidad de FUS o TDP-43
El presente ejemplo describe la reduccion de la toxicidad neuronal mediada por TDP-43 o FUS por UPF1.

Se utilizé6 un modelo de levadura de ELA para identificar un gen humano, UPF1, que suprimié la toxicidad del
FUS/TLS en levadura (Ju et al., PLoS Biol. 9:e1001052 (2011)). Ademas, 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 reduccion de la citotoxicidad mediada por TDP-43 o FUS en neuronas, UPF1
se expresd en neuronas motoras que expresaban FUS o TDP-43 asociados a la enfermedad. Las neuronas motoras
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 (Proteina Verde Fluorescente Potenciada) y fueron expresados en neuronas motoras, que fueron
visualizadas por microscopia fluorescente usando mApple.

Las neuronas motoras murieron a los pocos dias de la expresién de FUS o TDP-43 debido a la toxicidad de estas
proteinas relacionadas con la ELA. La UPF1 se expres6 en las neuronas motoras y se determinaron las curvas de
supervivencia de Kaplan-Meyer. Como se muestra en la Figura 1A, la expresiéon de UPF1 no tuvo ningun 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
(datos no mostrados). Ademas, la expresion 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
mecanisticamente.

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

Se desarrollé una seleccién de farmaco basada en el modelo de levadura descrito en el Ejemplo 1 para identificar
compuestos que recuperaban la toxicidad resultante de la expresiéon de FUS. Debido a que el fenotipo fue
recuperado de la muerte celular, la seleccion mostré una sefal excepcionalmente buena con respecto al ruido, con
una puntuacion de Z' de aproximadamente 0,8.

Brevemente, se disefiaron dos cepas de levadura: "1 XFUS", en la que un gen FUS se integré establemente en el
locus HIS; y "1XVec", en el que se integr6 un vector vacio en el mismo locus. Los medios utilizados fueron
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 30°C. 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 30°C.

Los cultivos se diluyeron entonces en 500 ml de medio YPGalactosa 2X a OD600=0,2. Se rellenaron placas de 384
pocillos previamente con 25 pl de cada compuesto de ensayo a una concentracion de 30 pM. Se utilizé un Multidrop
para afadir 25 pl de la suspension de 1XFUS a cada pocillo en las columnas 1-23 de la placa; se anadié 1XVec a

19



ES 2792 151 T3

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 30°C. EI 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 reevaluacién se comprobaron en un experimento de respuesta de 10 dosis. Los
compuestos que mostraron buenas respuestas de la dosis fueron reordenados, y reevaluados.

Secuencias

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

176
181
241
301
361
421
481
541
601
66l
721
781
641
501
61
1021
1081
1141
1201
1ze1
1321
1381
1441
1501
1561
1g21
1681
1741
1801
186l
1521
1981
2041
2101
216l
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701
2761

cgtggagygcyg
gctgocttgge
ccagacgcag
gggcggcgcg
catcctgcag
gttgaacttc
ctgcagttac
gtggttctgc
ggcaaaatgc
gtgctacaac
ctcagtggtyg
caactgggac
ggtcaagatc
caacaagctyg
gccgggggtyg
ccagaacata
gtcccagact
cgcctacttc
atgcoctgogg
gogtccctgat
tgtggaggtyg
gatgcagagc
ccacaagctg
cttcacggeg
gqotgcaaaga
ggccaccatc
gagcaacatc
gogoctcotge
caaccagatc
cgagactggg
agagagagaqg
ccocgaggetg
cgagecggag
ccactgccag
gtcgoctcette
ccggatgcac
gaatggtgtc
cgataaaccyg
ctectacctyg
ggcaggcegcec
cctggtgcag
gatcgccagt
gocgggccaac
cctgaccaga

tacgggcocca
gcocgacacac
acgccccccg
ggcgecggcyg
aacggggctg
gaggaagatg
tgtggaatac
gacggacgtyg
aaagaggtga
tgoggetgte
gtgctgctgt
agctcgcagt
cccteccgage
gaggagctgt
gacgaggagce
ttecgggcececcece
caagataaca
actttgccca
tacaaagggyg
gattatggcg
actcacaact
gcattgaaaa
ttgggccacg
cagggectec
ccactgagcco
gtctaccacc
gcocgtggacc
goccaagagoc
aggaacatgg
gagctgtogt
ctgctgatga
geccaagatge
tgcatggtte
ctgggcccag
gagcgectgg
cctgcactca
actgcagcgg
atgttcttct
gacaggaccyg
aagoccggace
tacatgcagt
gtggacgcct
gagcaccaadg
gecaaggtatg

gocteogeagac
agggctocga
gocggccecgyg
ctgcggcggg
tggacgacag
aagaagacac
acgatcctgce
gaaatacttc
ccctgcacaa
gcaacgtctt
gocaggcagoc
ggcagccget
aggagcaget
ggaaggaaaa
cgecagecatgt
tggtcaagcet
tcactgtcag
agactgactc
accttgogoc
atgagatcgc
tccaggtgga
cgtttgeccgt
aggtggagga
cocgacctcaa
tgatccaggyg
tggcccggea
agctaacgga
gtgaggccat
acagcatgec
ctgccgacga
acgcagatgt
agtteccgete
cegtggtoct
tggtgatgtg
tggtgctggg
gcgecttcoeoce
atcgtgtgaa
acgtgaccca
aggctgecgaa
agattggcat
tcagecggcetc
ttcagggacyg
gecattggett
gocgtcatcat

20

tctcacttte
gttcgagtte
cggeccggge
acagctcgac
tgtagccaag
ctattacacg
ctgecgtggtt
tggcagccac
ggacgggccc
coctecctogac
ctgtgcoccaac
gatccaggac
gcgggeacygc
coccttotgee
cctectgoag
ggaggccgac
gtgggacctg
tgacatgcgg
cctgtggaaa
cattgagctg
ttttgtgtaog
ggatgagacc
cgtaatcacc
cocactcocccag
ccogccaggce
aggcaatgyg
gaagatccac
cgactcceccg
tgagctgcag
gaagcggtac
catctgctge
cattttaatec
cggggccaag
caagaaggcyg
catccggece
atccaacatc
gaagggattt
gggccaagag
cgtggagaag
catcacgccc
cctgcacacc
cgagaaggac
tttaaatgac
tgtgggcaac

ctggacacgg
accgacttta
ggtggcggcg
gogcaggttg
accagccagt
aaggacctecc
tactgtaata
attgtaaatc
ctgggggaga
ttcatcocgg
cagagcagcc
cgctgecttece
cagatcacgg
acgctggagy
tacgaggacyg
tacgacaaga
ggccttaaca
ctcatgecagg

gggatcggecc
cggagcageg
aagtcgacct
tcggtgtctyg
aagtgccagc
gtttatgceg
acggggaaga
ccggtgctay
cagacggggco
gtgtcttttc
aagctgcagc
cgggceccttga
acatgtgtgg
gacgaaagca
cagctgatcc
goeccaaggccyg
atccgectgc
ttctacgagg
gacttccagt
gagattgcca
atcaccacga
tacgagggcc
aagctctacc
ttcatcatcco
cccaggogto
cogaaggeac

atgag
aggaggccga
ctcttooctag
cgggaagccc
ggcccgaagg
tgttggctga
ccatacacgc
ccagcaagaa
accttgtgag
cagtcctgga
ccaaagctga
tcaaggacat
tgtcctgget
cacagcagat
acctggagaa
cctaccagta
agctgaagga
agaagagaat
gggatgagat
acgtcatcaa
tgggtgcacc
cctttgacag
gctacatcta
tgcccaageg
tgaagactgt
cggtgacgtc
tgtgtgctcc
taaaggtegt
tggccctgea
agctgaaaga
agcgcaccge
gcgccggtga
cccaggoocac
ttgtaggcga
ggctgtcaca
aggtccagta
gctcoccococteea
ggccocaacc
gctcgggeac
agttgctgaa
agcgctccta
aggaagtgga
tgtcctgtgt
tgaacgtggc
tatcaaagceca



2821
2881
2941
3001
3061
3121
3181
3241
3301
3361
3421
3481

gcecgotetgg
gctcaacaac
tatcaacceg
cccaggetec
ccatgaccag
catcececettce
cgggoctget
gaaccgcttt
ggatgtggcyg
ccagcctteeo
ccttggtgac

gggagagcgyg

aaccacctge
ctgcgtgaga
ggagcecogot
gtctatgatce
attggcatga
aacctggtea
gcagggcgag
gggcttococtg
tcacagcecct
cagatgagcc
gagtttaaat
gcttaccage
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tgaactacta
gcctcatgea
tcatgaccac
ggagcagcca
tcagtgcocgg
tgeccacceat
gcacccogaa
gacccagcca
tectoctecaggg
agcccggect
cacaaatcga

atggcggggt

taaggagcag
gttcagcaag
agcoccatgtat
gggccggect
ccctagecac
gocaccgoct
aggcaagact
gactaacctc
cgcectgacyg
ctcccagcey
cgtggecgcote
gacggggctyg

aaggtgctgg
ccacggaagc
gatgococogag
tccageatgt
gtggctgcca
ggctattttyg
ggtcgtgggg
cccaacagec
cagggctaca
gagctgtccc
tcacaggact
tceccagtatt

Secuencia de aminoacidos UPF1 (No. de entrada del GenBank AAC51140.1) (SEQ ID NO:2)

1

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081

Mmsveaygpss
spggagagaa
hacsycgihd
lecyncgern
wlvkipsege
aygnifgplv
eiclrykgdl
drmgsalktf
tvlgrplsli
vvrlcaksre
taerellmna
gdhcglgpvy
lgngvtaadr
lkagakpdgi
cvranehggi
gplnnlresl
gthdgigmis
gknrfglpgp
sylgdefksg

gtltfldtee
aggldagvgp
pacvvycnts
villgfipak
glrargitag
kleadydkkl
aplwkgighwv
avdetsvsgy
qogppgtgkty
aidspvsila
dvicctecvga
mckkaakagl
vkkgfdigqwp
giitpyegar
gflindprrln
magfskprklv
agpshvaamn
sgqtnlpnsga
idvalsgdst

aellgadtqgg
egilgngavd
kkwifcngrgn
adsvvvller
ginkleelwk
kesgtgdnit
ikvpdnygde
ivhkllghev
tsativyhla
lhngirnmds
gdprlakmgf
sgslferlvy
gqpdkpmiffyv
sylvgymgfs
valtrarygwv
ntinpgarfm
ipipfinlvmp
sgdvasgpis
yagerayghg

sefeftdftl
dsvaktsgll
tsgshivnhl
gpcasgsslk
enpsatledl
vrwdlglnkk
iaielrssvg
edvitkcglp
rggngpvlve
mpelgklggl
rsilidestqg
lgirpirlgv
tgggeeiass
gslhtklyge
iivgnpkals
ttamydarea
pmpprgvigq
ggaltggyis
gvtglsqy

psgtgtppog
aelnfeedes
vrakckevtl
dinwdssqwg
ekpgvdeepg
riayftlpkt
apvevthnfg
krftagglpd
apsniavdgl
kdetgelssa
atepecmvpv
gyrmhpalsa
gtsylnrtea
velasvdafg
kgplwnhlln
iipgsvydrs
angpaagrgt
msgpsqmnsqp

tggaggggcc
tggtcaacac

aggccatcat
acttccagac
tgaacattcc
gacaagocaa
gacgccagaa
aagccagcca
tctocatgag
aggacagtta
ccacgtacca
aa

PUgRgygyay
dtyytkdlpi
hkdgplgetwv
pligdrcfls
hvllryeday
dsdmrlmggd
vdfvwkstst
Inhsgvyavk
tekihgtglk
dekryralkr
vigakglilw
fpsnifyegs
anvekittkl
grekdfiils
yykegkvlve
sggrpssmyf
pkgktgrggr
glsgpelsgd

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

76

121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721

tctttaccaa
aggccaaaaq
aagaagaaga
gacgaagaaa
aaacatcaag
gaagcagctyg
gaacgacatc
ccagaggaaa
aagaaactaa
ctaaatttaa
atctctgatg

atgcc
acaacaagga
acgatatcaa
gactggaaga
aggtgaaggc
aggaagagadqg
ctcagatgaa
atttaagaaa
acttcttcag
aaactattac
gcaaatacat
tgaactgtgc

agctgagegt
aaaagactgc
gctcactgcc
tgataagaga
agaggaagaa
aaagaagcaa
agaaaaagaa
ggaacttcgt
ccgectcgac
agaacaacag
tgcagaaget
tgtgcacctce

21

aaaaagccag
agtgaaaggc
aagaaggagg
aaaaaggaag
tcaaagaaaa
gaagagcagg
gaatccattc
agcaaaaacc
tcaagtttga
agagactcct
gtagocttcca
tgctctectct

caagtatgga
ggacagtgag
tcagcaaggc
acaaggaacg
aagaagagga
ccaaacgtca
agcttcatca
aaaatgctcc
agaaaaatac
tgtcccatga
tcgtggaage
ttcaccagcg

agaaaaagac
cagcaaggaqg
ccctgaagac
caagaaaaaa
agaaaaaaaq
gcaagaagaa
ggaagcttgg
ggacagccga
tgettttgte
ttttaatgge
aaaactaaaa
ttatgctgac



781

841

501

S¢1

1021
1081
1141
1201
12el
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
186l
1921
1981
2041
2101
Zlel
2221
2281
2341
2401
246l
2521
2581
2641
2701
2761
2821
2881
2541
3001
306l
3121
3181
3241
3301
3361
3421
3481
3541
3601
366l
3721

3781
3841

tttgccccat
acacctaaca
gggattttca
aatgctgatc
ggagatgata
ttgagtttte
ttazaagagt
aatactgaga
cataaacagt
ttagcagacc
gaacatgggc
ggtggtatat
gcttttgtec
aacaaagatyg
gatgatttgg
ggtggagatg
gaggaagcoca
cccaactgtyg
aacacaaaadqg
ttggatttge
gtagcagagqg
gaccagatca
tttaagatgt
tctocatcacc
agatctccag
caagcaatgc
aacccacctc
cggaaacttt
cgaaagctge
atctggaatg
ctctaccaag
ggaatggagyg
goagaacttt
tttacctcat
cttttcagaa
ggttccagta
aagaaaagtt
atcagtgata
tccatcaggce
gacaaagact
gaagaaggtyg
gaagaagagy
acagattacc
atgattaaag
gctctggata
caccaactag
ctgggaggtyg
agaaaaggca
gcaaatcact
acactagata

gCacagogoco
aagggagcac

cacttcttca
tcaccaagtt
ctgacaagga
gggagtccca
ttgotggact
ctoctagtga
actttacgtc
gacaaaacaqg
atgaggaatt
ttttggatga
ctggaattga
gggaagatga
cagccatctt
ataccaaaga
aacttgagtt
aagctgaaga
gcactggatc
tcaaccgaga
caaacaggaa
taccatttta
atctttgttc
atattgaaac
tcaccaaaaa
atattgaaat
aatctcacct
atcttgatgc
cagctgaaaa
tgtacaaaga
cctggragga
tgaaatataa
aggatgtigg
ttaatcaacc
acaattaccg
ttggtgttaa
ttagactcgt
dacgaaaact
tggaggtttg
cactagaact
aggtacaaga
caaaagattc
gggctgaaac
agggttctga
ttacagattc
geggtggact
daatgatgct
atgtggccat
gggaaggaga
ataaacagca
ggaaccagca
tcaatgaacg

cagctoccage
ctaatgcaga
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ggtctggaaa
aagaactgat
aggtecttteoc
cactcatgtc
tgtaccaagg
gataattagt
tttgaccaaa
gcgecattcta
tgctatgtct
aaatatgcca
tatattcaca
agatgctcygg
gtttaaagac
ggcaaaagaa
ggagaatcta
tcttacaaag
tcatctcaag
tctgatagac
gaagttggta
tgraagattg
catgctgagg
aaagaataaa
tgacacactg
ggcatgcacce
gaggaccagt
gagatacgtc
aaccgtgaaa
tctectotaag
ccaagaagtg
tagtattcat
gatccacgtt
taaatttaat
aatggtggaa
tcctgatgge
atgcactatt
tgattgttte
gacaaaagac
gctaagacca
cttggaacga
tatgacagaa
agaagaacaa
taatgatgat
caataaggaa
taagecatgta
dagaaaatcta
tcctttgeat
ggctgagtct
gtttaagatc
acaggcagaa
gcaagaacaa

aaacaccaat
tctaatettt

22

aaacattttg
ttgcgtttta
ttaatctatg
tctgtagtaga
aaagtaaaga
ccagagaaac
cacctgaaaa
cattctaaag
taccagaagc
gatcttccte
cctggtaaac
aatttttatg
aatgaaaaaa
tetaaggaga
gaaattaatg
aaacttcttg
ctcatagtag
aaggcagcaa
cgggcactet
gttgctacat
ggggatttca
actgttegtt
cattgtttaa
ctgctggaga
gtacttttgg
acaatggtag
aagaaacgtc
gttaccaccg
aaagactatg
tgtgtagcca
gtggatggag
cagaggogoa
tcagctgtta
tctccaagtt
ctggacacat
cttgtatatt
catccattte
aagatcaaac
gaattcttaa
ggagaaaatc
tctggaaatyg
gatgagggag
aatgaaaccg
cocttgtgtag
cagcaacgaa
ctcaaaagcc
gcagacacaa
cttaatgtac
caagaagaga
gaagattatec

cgtgagagac
aagactggtyg

aagcaaggaa
ttgcagaatt
aacagctaaa
ttagtttctyg
gtgctgcaga
aacagccott
gggaccacag
gggagctcag
tgctggcaaa
aagacaaacc
ctggagaata
agaaccteat
gttgtcagaa
ataaggaggt
atgacacctt
atgaacaaga
atgctttect
tggatttttyg
tcatagtteco
tgcatcectg
gatttcatgt
ttataggaga
agatgcttet
catgtggacyg
agcaaatgat
agaatgcata
ctcctecteca
agaaggtttt
ttatttgttg
acctcttagce
tgttagaaga
tcageagtge
ttttcagaac
ccctggaccec
gtggccagta
ttcagcgtta
ctattgatat
tctgtaattce
taaaactagqg
ttgaagagga
aaagtgaagt
aagaagagga
atgaagagaa
aagatgagga
gtggtgaatc
agctgaggaa
tgcecgtttgt
cecatgtocte
ggatgagaat
zagaaatgtt

agaggagaaa
gacaatagtt
aaatattatt
tcgacattgt
gaagtttaat
ccagaatctt
ggagctceag
tgaagataga
ttctecaatce
cacaccagaa
tgacttggaa
tgatttgaag
taaagagtcc
atcaagtcce
agaattagag
acaagaagat
acagcagtta
catgaacatg
tagacaaagqg
catgtctgat
acggaaaaaqg
actaactaag
gtcagacttc
gtttcttttc
gagaaagaaqg
ttactactgc
ggaatatgtc
gagacagatyg
tatgataaac
aggactagtg
tattcgatta
caagttectta
tctgtattct
acctgagcat
ctttgacaga
tgtttggtgg
agattacatg
tctggaagaa
cctagtaaat
tgaagaagaa
aaatgagcca
ggaagagaat
tactgaggta
cttocattcaa
tgttaaagtg
agggcccceca
catgttaaca
tcaacttgct
gaagaagctc
gcagtctctt

gocctcocgeta ccaacatcog
ggaggagacyg ttga

Secuencia de amino4cidos UPF2 (No. de entrada del GenBank AAG60689.1) (SEQ ID NO:4)



1

61
121
181
241
301
Jel
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261

mpaerkkpas
eddkrkkedk
mkekeesiqgl
iteqggqrdsls
lagvwkkhfea
shthvsvvis
tsltkhlkrd
denmpdlpgd
1lfkdneksc
edltkkllde
rkklvralfi
etknktvrfi
hlrtsvlleqg
kdlskvttek
vgihvvdgvl
vnpdgspssl
vwtkdhpipi
dsmtegenle
dsnkenetde
aiplhlksqgl
qoaasgqesrm
adlifktggr

meekdslpnn
erkkkdeekv
hgeawerhhl
hdfnglnlsk
rkeektpnit
ferhegddia
hrelgnterqg
kptpeehgpg
gnkesnkddt
geqgedeeast
vpragrldllp
geltkfkmft
mmrkkgamhl
virgmrklpw
edirlgmevn
dppehlfrir
didymisdtl
edeseeegga
entevmikgg
rkgpplggge
rmkkltldin
rr
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kekdcserrt
kaeeeskkke
rkelrskngn
viaeavasiv
klrtdlrfia
glvprkvksa
nrrilhskge
idiftpgkpg
keakeskenk
gshlklivda
fyarlwvatlh
kndtlhclkm
daryvtmven
gdgevkdyvi
gpkfngrris
lvctildteg
ellrpkiklc
eteeqsgnes
glkhvpcved
geaesadtmp
ergegedyge

vsskerpkdd
easekkkhgee
apdsrpeent
caklkisdvn
eltivgiftd
acskfnlsfpp
lsedrhkgye
eydleggiwe
evsspddlel
flgglpncvn
pemsdvaedl
1lsdfshhhi
ayyycnpppa
ccminiwnvk
sakflgelyn
gytfdrgsskr
nsleesirqgv
evnepsesay
edfigaldkm
fvmltrkgnk
mlgslagrpa

ikltakkevs
erkkgeeqgak
fsrldsslkk
cavhlcslfh
keglsliyeq
seiispekqqg
efamsygkll
dedarnfyen
elenleindd
rdlidkaamd
csmlrgdfrf
emactlletc
ektvkkkrpp
ynsihcvanl
yrmvesavif
kldcflvyfqg
gdlereflik
sdndddegees
mlenlggrsg
ggfkilnvpm
pantnrerrp

kapedkkkrl
rggeeeaaadq
ntafvkklkt
gryadfapsl
lkniinadre
pfgnllkeyf
ansgsladll
lidlkafvpa
tleleggdea
fecmnmntkan
hvrkkdgini
grflfrspes
lgeyvrklly
laglvlyged
rtlysftsfg
ryvwwkksle
lglwndkdsk
eesentdylt
esvkvhgldw
ssglaanhwn

ryghpkgapn

Secuencia de nucleétidos UPF3 (No. de entrada del GenBank AF318575_1, nt 22-1380) (SEQ ID NO:5)

22

61

121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
801
g6l

1021
1081
1141
1201
1261
1321

cagcagcagg
aaaccteogeg
ggcctcacca
gagttcttcg
tttaggaatc
gacagcaaag
aaaaagaagc
aagaagtttt
ctgctgygggy
ttggaatata
gaacggagga
agagaagaaqg
gaagtaagga
ccaaaagaaa
ggtgcagtcg
cacagcggca

gcacaaagat
ctttccagaa
aagaaggygyga
caaaggtgtyg
gcecttgeoage
aggatctgea

aggctgagac
aggagaagaqg
aggagcagct
ccgoocgacct
ctgatgacat
gcctagaata
tgagaaaaaa
tagaaaccta
agatggaggc
ttaaaaatag
ggagagagtt
aaagatgcaa
ttaagcttct
gaggagagga
taaaagccag
gtgataaaga

accatgtgga
ggagtgagga
gccaggacaqg
acgacagtcc
tgtatgatcc

aggcagaagqg

atgctgtecg
gccgccaact
gacggcoootyg
ggaggagcag
gagtctttat
ccttettttt
tcoctgcagtg
agatgccaag
ctgtgtggag
gaagacaaqga
aaaattagaa
agaaaagaaa
azaaaaadgaqg
taagaaacca
gattgatact
gcccatggaa

gcacagggat

tgacggcagy
tgagcagaga
cggggctocg
agcacccaga
aggagctcgce
ttoggggact

gecctagaag
tcgtecctecg
agcaaggtgg
ctgcgeoocge
cctcatctet
agagatcgtt
gtagagtttg
actggaagca
gaagagaaga
gagctcattyg
aagcagagaa
cgtttgcggg
acagataaac
gaaaagggad
ggaggtggca
ggctcgctagg
gtggagagat

agdgcacagadg
tgggggaaag
ggggaggcca
azaagagcgac
ttccgagcge
ggtcctgaga

tgcagttcea
gttgcggggg
teatoogeoeg
tgccagecaca
actcaagagc
ttgatggata
ctccattceca
tcgaagatga
ccagtgccaa
ctagaagaac
ttcgagaaga
aagaggaaaa
agaagaaaat
aggaaccaac
agcaggaatc
aggagcccca
ctcaagaaca

ctcaccacga
gacctggcca
tggagagact
tggcaaacaa
gagagtgtgg
agagggaaga

Secuencia de nucleétidos UPF3 (No. de entrada del GenBank AAG60690.1) (SEQ ID NO:6)

23

ccgocgacteg
cggtgcgggce
cotgocteag
cgactacttc
atacattaat
tatctteoctt
gaagatagcc
tccagaatat
ccctgagact
cacacctcectt
gaagcgagaa
aagaagaaga
tgcagagaaa
cacagagaaa
ctgtgccccece
ggagacgtca
agaatctgaa

gcctgaacgg
agacagaggg
gggaagadgcyg
ggaccggcca
cggaaacagg

ggcagagtga



1
6l
121
181
241
301
361
421

Secuencia de nucleétidos

364
421
481
541
601
661
721
781
841
401
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101

mlsalevgth
eegqlrplpah
pavvefapfqg
ktreliarrt
kketdkgkki

pmegsleepqg
eqrwgkgpgyg
garfrarecyg

atgagcc
aagtatccgce
gataatttaa
ccttcaaatt
atacagaatg
ggtcggaagt
agtgttcagc
Locgatgtett
gacgacagag
gaaaataagc
cttaatgaaa
cttctttgtg
tttagctcat
ctagagactg
ctgcagtcta
attettttgy
gatatattag
Lctgggtggt
cttettggtc
toctggggaat
gracttctoc
cggggtcctc
gtgacggcty
gttggtgttt
acatatggat
gtcttgaatt
gtagaaaaac
gaggttgttg
gttttggaga
ctacacagtc

rdsgggeaet
dyfeffaadl
kiakkklrkk
tplleyiknr
aekevrikll
etshsgsdke
drgkkgsgds
gnrrickaeg
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pptsssgcgg
slyphlysra
daktgsiedd
klekgriree
kkpekgeept
hrdversgeq
gapgeamerl
sgtgpekree

gagkpreekr
yinfrnpddi
paevkkilety
kreerrrrel
tekpkergee
eseagqryhvd
gragrcddsp
ae

talskvvirr
llfrdrfdgy
cveesektsan
ekkrlreeek
idtgggkges
dgrrhrahhe
aprkerlank

lppgltkegl
ifldskgley
retllgemea
rrrreeerck
capgavvkar
perlsrrsed
drpalglvydp

SMG1 (No. de entrada del GenBank NM_015092.4, nt 364-11349) (SEQ ID NO:7)

gcagagccco
ggagctggaa
aatattcttc
cagctgtggt
acgaaaaggqg
cgttggggcea
atggcagtcyg
attctgatga
accgaagatt
tggtactagt
gtagcaaatt
cttctctgag
ctygcaaaadga
taggagaaaa
ttcttgaaaa
tggctcocgatyg
ttggatggca
tgcagagttt
agtttctgga
cagtggatga
gggtatttag
caattactga
caaaccaggt
tgctcoggeag
tagaccaact
tactcacgct
tgtttatace
ctgtagccca
ctgcctataa
tacaacttcc

ggggtctegg
tgactggcaa

atccagagat
gtctocggcaa
tggctacagt
agagctgagg
tgctttageco
gtctegactyg
ggctactgta
taaacaattyg
gcttcaggag
ctatgaggct
tgaagttaaa
gaaagccttt
tgtggataca
ttaccctecat
tatagatcat
ggagccattt
agacatggaa
agatgtccct
tactgtggtg
ggcatatgta
gtttttttect
cttggatecct
ggagaattgc
gattgttgaa
atcatctaaa
tgctgtttat
gttaatattyg
tgaggcctgt

24

ctgagcagcg
cccagaactyg
agaggtggtt
aggcacgatg
gtcaatggag
gttaacaatyg
accaaagaca
tcgaatetto
aagcagttyga
gataatatct
ttgagacagg
gagaagatct
ctectctact
tcatctgtaa
ccagaattgc
attttcagca
actcagaaac
tgggtagctyg
gcatatgctyg
cctccatcag
aggagcattg
acagatgttc
gaggctgtgt
agcatgacta
cagacttgtg
cagataaata
ctactattct
caagcagtgc
ggagaaatga
tctgaaataa

gecggeggoedg
atagtgcatc
cttcectotta
ataccagagt
gatctgggga
tgaccagcco
tgaggaaatc
Ltcggaggat
aagaatttat
tggctgotgt
agggagcttyg
tcaagtggat
tatgtygccac
tgcagottgt
tttgtaaatyg
ctaattttag
cttcgotecac
atcttygcatt
aggacctcag
tgtcattacc
gggaacgctt
tgtacagagt
tgacagctgc
tacattgtga
gtaccgatta
cgaaactgcc
tgogttatca
Lcagecttgaa
cttgtgcect
aacatgaggc

cggoggeaco
agccgaccca
tggactgcaa
ccacgctgac
aaatacttat
tgagttcacc
acaggagaga
caccocgggaa
tcagcaacca
acatgacgtyg
ctgtcttggeo
ttttagcaaa
ctacaaagca
aatgaccagc
tgttaagtgc
ggatacagtt
gcagcaggta
Ltctactact
cecatgtggee
aaagctggct
cagcccaatt
aatgagatgt
taatgagtgt
catggtcatt
tatcatctca
atcatcattt
taaagaaaaa
gaatattcct
aaacaacctc
ttttaagaat



2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701
2761
2821
2881
2941
3001
3061
3121
3181
3241
3301
3361
3421
3481
3541
3601
3661
3721
3781
3841
3%01
3961
4021
4081
4141
4201
4261
4321
4381
4441
4501
4561
4621
4681
4741
4801
4861
4521
4981
5041
5101
5161
5221
5281
5341
5401

catgtgttca
acaattggaa
gcacttctga
attcagtatg
tctagtagecc
actacggcta
aaagataacc
gttttaatga
ttttgcaaag
tgcagcagtc
gatgtttgcc
ctgttgaaat
gaaatttctt
caagatttct
gacaattggt
acaattccac
gctgcacaat
ttccagacaa
gatgttagtc
cttgttette
ggatgtgcta
cygccaaactt
ttggcaggcc
acaaccagcc
ttatgtgaac
gttggaaaaa
aaggcctcetyg
tcoccagecttitg
aaacattctc
cctgaggtta
Lgggctgctyg
acttccctca
ggaaaatttg
cttgctggag
ccggatccga
ttggcaactg
gtggtaaagt
ttaacagttt
ttggagaaca
gaagctttac
actatgtacc
catctecatygg
cttgcaacaa
caggatttag
gggccocgaac
gcaatggaaa
gcagttgcta
tcaggacagc
actttgtcta
gagtatcctc
attttgggac
gcagcgttgg
ggagaaggtyg
actataactg
ccggcgggga

atgtagacaa
atgccaaaaa
gtaagaatct
ctgtgctcta
tcagttcttc
caaagaaaca
ttaaccagga
agaagtctga
gccttttage
tacatgctct
gtgttcaact
caattccttt
tagcattaag
ctgatgttat
tggaaagact
gcaatctcoct
tcactgttet
ttgaaggtat
agtggacaac
ttctgecagta
atgcattaac
gtcaggactyg
agcctgecagt
tatctcaggg
ttcattgtcc
atcttctgtg
tggagtacca
acaaatcggt
tgaatggtga
taaattatttc
tgcaggaatg
acctgaaagc
ttgaatgtac
gatcaaaaga
gggaacttca
ctttaaaccc
acttgaagca
cacagtcttt
cagtttctaa
gttcatgtaa
agaatcagtt
aattaggtct
gactgctgge
tccaacattt
ttgatattga
tgttgagtte
aatcaattct
tgaaacaggt
aaaacatact
ggatcgagag
agttgtatca
ccagctggge
ttegtctget
aggaagagaa
ttcaggatga
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tgcaaaattt
ctcactaata
gatgattgtyg
cacattgtat
ctctococttct
tttctcaatt
cacgadggaaa
aacatacgca
caacactctc
gtecctcocttee
agtgcacagt
agatgttgte
aagtcacatg
tagttttatt
gttctatagc
gaagacagat
ttctaagetyg
cattcgaagt
tgcagacaat
tctggaaaat
ttcacctcco
gctaacgcgyg
gacagtgaga
gaatgaattyg
tgaagctata
gattaactca
ggaacaccty
gctcacctta
atccagaaaa
aggaaataaa
gcagaacgct
tgacttcaac
cgagcagtta
aaaaatagac
gaaatccatt
gatagaacaa
aacatccocge
gccagttcta
cagactttca
acagcatgac
gttggagaaa
aacagcagca
acagtgcagt
taaaaaacta
aaaaaccaaa
ttgtgccata
gacactggct
ttacagagct
cactctaata
tgaatctaca
cctgtcttca
ttataggtagg
goctagagaa
agagagaata
agatataaca

25

gtagttatat
gggatgtgygy
cacagtgacc
tctcattgta
ttgtttgatg
atattaaatc
ctgttaatga
cctttattcet
gttgaagatg
ttgccagatyg
ggaactcgta
ctaagcaata
agtaaagcac
ttgtatggga
tgccagagac
gctgteoottt
agaaccccac
ctcgcagctc
gatgaaggcco
ctggagaaat
aaggtcatta
attcgactcet
catggctttyg
gaagtaacca
cagggaattg
gtggctcaac
tgtgecatga
gccaatgectg
actgtgctgt
gcatgtgagt
atccatgact
tatataaaat
gaattgttac
atgaaaaaac
gaagttcaat
gatcagaagt
atcgctattyg
agtaccttgc
acagaggact
gtgaggccat
attaaagaac
aaatttgcta
gaagttcagc
tcaacccaag
ttgctttata
tetttetgea
aaatggatcc
cagcaccaac
gaactgccat
gtgcatattyg
gtacaggcac
ggcagaaadg
aaatctgaag
tatggtattc
cttcagataa

ttgacctcag
cgctatctece
tggctgttca
ccaggcatga
gagctgtgat
ttoctgggaat
cttgggcttt
ctocttocogtc
tgaatatctyg
atcttttaca
ttcgacaagco
acaatcacac
caagtaatac
actctcatag
tggataagcg
ggcagtgggc
tgggcagagc
acacattaaa
atggtaacaa
taatgtataa
gaactttttt
ccatcatgag
acttgcttac
ttatgatggt
ctgtctggtc
aggctgaagg
caggtgttga
ggcgtaacag
ccaaaccgac
gctacatctc
tgaaaaagag
cattaagcag
caggagaaaa
tgcttoctaa
tgttaagaag
ggcagtotat
gacctctgag
agctgtattg
gtcttattce
ggatgcagygc
aaacagtccco
gaaaacgadgqg
tgggaaagac
gtcaagtgga
cagcaggcca
agtctgtgaa
aggcagaatg
agaacttcac
ctgttaatac
gagttggaga
ctgaagtagc
tggttgacaa
ttcagaatct
ttggacaggcoc
ctgagagtga

tgoccctgact
aactgtcettt
cttccoctgeo
tcactttatc
tagcactgta
attacttaag
ggaagcagcet
tttccataaa
tctgcaggca
gagatgtgtc
atttggaaaa
agaaattcaa
attccacccc
aacagggaag
tgaccagtca
catatgggaa
tcaagacacc
ccctgatcag
ccaacttaga
tgcatacgag
ctataccaat
ggtaggatty
agagatgaaa
ggtagaagca
atcatctatt
gaggtttgaa
ttgctygcate
tgoccageocg
tgactcttcc
aattgccgat
taccagtagc
ctttgagtct
tatcaatcta
catgttaagt
ttoctgtttgt
aactgaaaat
actttctact
ctcatctgct
actcttcagt
attaaggtat
aattagaagc
gaatgtgtcc
caccactgca
tgaaaaatgg
gtcaacacat
agctgaatat
gaaagagatt
aggtctttct
gatggaagaa
acctgacttc
caaatcttgg
tgccagtcag
acttccagac
tgtgtgtcgg
agacaacgaa



5461
5521
5581
5641
5701
5761
5821
5881
5941
6001
6061
6121
6181
6241
6301
6361
6421
6481
6541
6601
6661
6721
6781
6841
6901
6961
7021
7081
7141
7201
7261
7321
7381
7441
7501
7561
7621
7681
7741
7801
7861
7921
7981
8041
8101
816l
8221
8281
8341
8401
8461
8521
8581
8641
8701

gaagatgaca
gaacttgatyg
atattcagcc
ggtcaaattc
agcactgatyg
gctggtgage
agaggaatta
agtatttgta
gcaatagtgg
actgcaattc
gadggaggaa
aatgaagacc
gcaaacccca
gtgctctggyg
cgaattcage
gaagagaaaa
gctttyggage
tttcaggata
aaccctgcaa
cagagagcac
gctgccatga
acaatccata
cttctectttc
ttacatctgg
attaatcgce
acaagatcag
cgatyggcaac
cctcagaate
gctttgaaaa
atgaaggcag
ctetggtcat
tctactgcag
aatgttctta
gaaaaaggta
gaaacagcac
ttacacatta
gaccchctgg
ggaggtggce
cgeoagocetgt
gagatgctgg
gagcaactga
gaaggagctyg
acccaactac
tttgaacaat
gcaagcttge
gcaacagcct
gagggggadq
caactgcatc
cgaattgaac
tgtcaagagc
tgtcagttca
agacttatta
gatcagttga
ggatctttga
ctgatgatgg

tggttgatgt
aaagtgcaac
tgtacaaact
ctttagatga
acatgattgt
ttcggcagta
ttccgcaact
accttctctg
gtaccatatc
caactttact
gtcocctocatgo
aagccatgat
ccatggtatt
atgagctctg
agcttgaaga
ttgcaatcat
atgtgaggag
actatggtga
agcctgggag
agaaacgtgc
ctaacactga
gtgtgggcgy
ttggatcaga
atgagagaat
aagaaacacc
gactaatcca
aacggdaadc
ctggaattgt
cagttgggct
tattggaaga
cttgcacaac
tcatgtctat
tagatatgac
aaagccttag
tgggtgtaac
tgcggcgtgg
tggactggac
agcaggccga
tttcttctag
titgtgcttce
cagatgtgga
aaggggtgga
agactcagca
ggataacaca
ttcaagagat
ttctgcagaa
ttggtgctect
actatgecaac
agtggaagac
tctataggaa
tcactgccac
gacaagtgga
aagaaattga
gtctagcaag

aaggtgcagce
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tatctggegt
tgaaggagtt
ctcocttgcagt
ggatgaccct
gatggccaca
tctggagcac
tttetcacge
ccgtgtggct
gcttagtagt
tggcaatatt
atctcaggat
graggattgt
acaggttcag
gctgggagtt
tgaggtgaag
gagggagaag
tatcacageyg
tgccattgaa
cagctggatt
aagttacatc
aattgctctt
aaccatcaca
tgggaagage
aatgcagttc
ccggttcocat
gtgggtagat
tgccttacaa
accccgtect
tagcctggat
gttaatggag
acctgatgaa
ggttggatac
gactggagaa
agttcctgag
tggagtagaa
cagagagacc
agcaggaggc
gagcaagcag
agtagctgag
caagttggac
aaaactgcag
tcatccttcet
aagagctgtt
ttatcaggct
aagcacacaa
tgctggtcag
cctgcagcag
cgtggcocectyg
ctggatggaa
atatgaaatyg
tgaaatgacc
acgcttgaaa
acgttgcatt
tgttattatt
gtcaagtget

26

cagttgatat
attaaagtgt
gcatacttta
aggctgeatt
ttgecgeoetge
ggctitggaga
ttaaaccacc
caagattccc
gaatccoagy
caaggagaayg
agcaataagg
tacagcaaaa
atgctcgtgg
ttgctgecaac
agagtccaga
cacacagctt
gctectgeayg
aatgccctag
ccatttaaag
ttgcgtcttg
cctggggaag
atcttaccga
tatccttatc
ctatctattyg
gctcgacact
ggagccacac
gcacaaaadgq
agtgaacttt
gtgtccecgto
gCoocacaccco
tggtggagag
ataattggcc
gttgttcaca
aaagtacctt
ggtgtattta
ctgctgacgco
gaggctgggt
agcaagagag
attaaggtga
ggtagcttag
ggcaaactac
catactctgo
caggaagcaa
gcattcaata
atggaccttyg
gcocacttga
aggcgctecyg
cagtatccga
gagctcatct
caatatgctc
ctgcagcgat
caggaagctg
aaagttttcc
tetgeoottt

ggagaacagc

caagctgcce
ggaggaaagt
ctttccttaa
taagtcacag
tgocggttget
caacacccac
ctgaagtgta
cacatctcat
cttcaggaaa
aattgctggt
atgaacctaa
ttgtagataa
ctgaactgcg
aacacatgta
acaacaacac
tgatgaagcc
aaacacctca
aaaaactgaa
agataatgct
aagaaatcag
tctcagccag
ctaaaaccaa
ttttcaaagg
tgaataccat
attctgtaac
ccttatttgg
cccaagattc
attacagtaa
gggattggco
cgaatctcct
ttacgcagtc
ttggagacag
tagattacaa
ttcgaatgac
ggctttcatyg
tgctggagge
ttgetggtge
agatggagcyg
actggtttaa
atgaatacct
tggaggaaat
aacacaggta
tccaggtgaa
atttagaagc
gtcctcoccaag
ttagccagtyg
tgcteccgtgg
aggccatatt
gtaacaccac
cccagccacce
acgcagcaga
tcactgtgcc
ttcatgagaa
gtacccttac
tggttgatct

atggctttca
tgtagataga
actcaacgct
agtggaacag
cgtgaagcat
tgcaccatygyg
tgtgegocaa
attgtatcct
taaattttcc
ttctgaatgt
aagtggatta
gctgtecctct
cagggtcact
tgtcctgaga
cttacgcaaa
catcgtattt
tgaaaaatyg
gactccattg
aagtttgcaa
tccatggttg
agacactgtc
gccaaagaaa
actggaggat
gtttgctaca
accactagga
tctttacaaa
ctaccaaact
aattggccct
tcttcatgta
tgccaaagag
ttatgcaaga
acatctggat
tgtttgcttt
acaaaacatt
tgagcaggtt
ctttgtgtac
tgtctatggt
agagatcacc
gaatagagat
aagcttgcaa
agagtttcta
ttctgagecac
gctgaatgaa
aacacagctt
ttacgtgcca
cgagcagctg
ctgtctggag
tcagaaacat
agtagagcgt
cccaacagtyg
catcaacagc
agtttgtgaa
tggagaagaa
aaggcgtaac
gacttctcogyg



8761
8821
8881
8941
9001
9061
9121
9181
9241
9301
9361
9421
9481
5541
9601
9661
9721
9781
5841
9901
9961
10021
10081
10141
10201
10261
10321
10381
10441
10501
10561
10621
10681
10741
10801
10861
10921
10981
11041
11101
11161
11221
11281
11341

gatggagcct
cagttactga
gcocgtctgaga
aatttccgge
ttagaaagta
ctgcagactco
Jaagaaacac
ttaatccaac
cttttggtag
gaaaagttga
gocaggagta
attttecttte
tctaaaacat
cagattgtca
aaacctatca
caagccctog
caagtagagqg
aaagcggtgg
actgtgttag
gaaaccagta
tttcagtggco
cccccacggt
gaaacttcta
cgactcaagt
gocaacgatag
acatttctct
ttaaacctgyg
gcatcacagt
actggtcttg
acccaggata
gtctgtgaaa
cgacagcttyg
ctggcagatyg
aaatcatggc
gttcgaagtc
aaaacacaaa
gatgcaacaa
gcagcagtcoeo
agaaagctga
ggaactggca
aaagocggtgco
ttagagggcc
gtcattaagg
tgggtgtga

ggttcttgga
agcagtgcca
cagttcactt
aaatcatatt
tgctgroatga
tagtggaatc
atgctcatta
cgagaaatgg
cattcgatgg
acaagatgga
ctcaagttaa
taaaaagact
tgtcaggatc
atgtgaaaac
aggcattcac
gactcacact
caaaggactt
aacataacat
caagttctta
titocttcttg
aacatgaaga
ctgctatcct
ttgcaacagt
gggcaggtygy
ctgaaagaag
gcagcaatat
atgcggegtt
ttaacagttc
aacatcctat
tgtctactca
caattcagaa
gagatgtcaa
gtgaagatgt
aagacaacat
aagaacacgt
gtcagagtat
atgaatgttc
ggagtaacac
tccagaaaaa
agagtgttgc
aagagagaaa
gagatgttga
aagcaactaa
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ggaactctge
cctggtgoca
agccaatgga
tccagaagceca
actggacggt
tcttcaggcc
catcgatgtt
ttcagttgat
catgtttgct
aattccecata
tttttttgat
acagactatt
aagttcactt
cctttttaga
agctgacttt
gtgcagtttt
tggtgccgaa
ccagataggg
cgacactgcc
taagacaagc
tctacttatc
aaccagcatyg
tcaggagaag
tgccaaccct
aaatcttgtc
cattcatttt
atttgaacta
agtgtctgag
tggcagctct
gagggcaatt
tctggttgat
acatctcttyg
tccctatgag
tcaaacagtt
tgaaatgctc
ctataataat
gagtccaacyg
tggccagaag
tcttgcoctaca
titgtagtcct
ctcocctatgca
tccgaatagg
tctagataac

agtatgagcg
caggacttag
gtgtatacct
cttcogatgtt
cttattgagc
tacttaagaa
gccagactac
gaaacaccca
caagttgaaa
gcttggcgaa
gatgataatc
aaggagttct
gaagatcaga
aactcttgtt
gtgaggcagc
atcagtgctc
agcaaagttt
aagttctctc
tggaagaagc
ctgecagcggyg
aatagaccac
aaaaadgaagc
ctagctgeac
gcattggccco
cttaaagaga
gaaagtttac
atcaagcgat
ttagagcttc
gaatggcttt
cagacagaga
aatataaaga
aaagctatgg
aacagtgtta
ctatttacat
caggaaatca
ttagtgagtt
tcatctgeta
actcagcctyg
tcagctgata
aaaaaggcag
gtgagtgtgt
aggatgtcag
ttggctcagc

gaaacgtcac
atatcccgaa
cacttcagga
taatgaaagg
agaccaccga
acgcagctat
tacatgctca
aaatgtcagc
ctgctttcag
agattgacat
accggoaggt
tcaggctetyg
atactgtgaa
tcagtgaaga
tcttgatagg
tgggtgtaga
ctgttgatyga
agctggttat
atgacttggt
ttcagctgca
aagccatgtco
tgcatacect
ttgaatcaag
ctgtactaca
gccaaagagco
gaacaagaac
gtcagcagat
gtttattaca
tgtcagcaca
aagagcagca
ctgtgoctcac
ctaaggatga
ggcagttttt
tagtccocaggcoc
ctcccacctt
ttgcatcacco
cttatcagcc
atgtcatgtc
ctccaccaag
tcagagaccc
ggaagagagt
ttgctgaaca
tgtatgaagg

ctgettggtt
ccccatggaa
attgaattcg
ggaatacacg
tggcogttcece
gggactggaa
gtacggtgaa
tggccagatyg
cttattagtt
cataagggaa
gctagaagag
tggtaccttt
tgggcctgta
ccaaatggcco
gctacccaac
catcattgct
tctetgtaag
gaacagggca
gcgaaggcta
tattgccatyg
agtcacacct
gagccagatt
tattgaacag
agattttgaa
aagtcaggtc
tgcagaagcco
gtgttegttt
gagagtggac
caaacagttg
gatagaaacg
tggtcataac
agaagctgct
gggtgaatat
tatgggtcag
gaaagaactyg
cttagtcacc
atcctteget
acagaatgct
caccgttcca
taaaactggyg
gaaagccaag
ggttgactat
ttggacagcc

Secuencia de aminoacidos SMG1 (No. de entrada del GenBank NP_055907.3) (SEQ ID NO:8)

1
61
121
181
241
301
36l

msrrapgsrl
SNSAvVVSIJr
vghgsralat
nklvlvkgld
sssakdevkl
llvarcyphi
lggfledmea

ssggggggtk
hddtrvhadi

kdmrksgers
nilaavhdvl
lylcatykal
fstnfrdtvd
yaedlshvas

yprswndwqp
gndekggysv
msysdesrls
nesskllgel
etvgekkafs
ilvgwhidht
gesvdedvpp

27

rtdsasadpd
nggsgentyg
nllrritred
rgegacclgl
svmglvmtsl
gkpsltggvs
psvslpklaa

nlkysssrdr
rkslggelrv
drdrrlatvk
lcaslsyeae
gsilenvdtp
gwlgsleptfw
1lrvfstvvr

ggsssyglgp
nnvtspefts

glkefiggpe
kifkwifskf
ellckevkei
vadlafsttl
sigerfspir



421

481

541

601

661

721

781

841

901

961

1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
lez2l
1681
1741
1801
1861
1221
1981
2041
2101
Zlael
2221
2281
2341
2401
Zdal
2521
2581
2641
2701
2761
2821
2881
2941
3001
3061
3121
3181
3241
3301
336l

gppiteayvt
vgldglencg
vvavahavyq
vinvdnakfwv
gyavlytlys
dnlngdtrkl
sslhalsssl
islalrshms
iprnllktda
vsgwttadnd
gtegdwltri
celhcpeaigq
sfdksvltla
aavgewgnai
aggskekidm
vkylkgtsri
alrsckghdv
atrllagcse
memlsscais
lskniltlie
alaswayrwg
agigdeditl
fslyklscsa
gelrgylehg
ivgtislsse
edgammgdcy
iggledevkr
gdnygdaien
amtnteialp
hlderimgfl
wogreaalqga
kavlieelmesa
vlidmttgewv
himrrgretl
slfssrvaei
gaegvdhpsh
sllgeistgm
lhhyatvalg
gfitatemtl
slslasviis
1lkgchlvpg
esmlheldgl
igprngsvde
rstgvnffdd
ivnvktlfrn
veakdfgaes
tsisscktsl
tsiatvgekl
flecsniihfe
glehpigsse

dvlyrvmrcv
tcgtdyiisv
avlslknipwv
vifdlsaltt
hetrhdhfis
Imtwaleaaw
pddllgrcvd
kapsntfhpg
viwgwaiwea
eghgnnglrl
rlsimrvgll
giavwsssiv
nagrnsaspk
hdlkkstsst
kkllpnmlsp
aigplrlstl
rpwmgalryt
vglgktttag
fcksvkaeva
lpsvntmeee
rkvvdnasag
gitesednee
vitflklnag
lettptapwr
sgasgnkfst
skivdklssa
vgnnntlrke
aleklktpln
gevsardtvt
sivntmfati
gkagdsygqtp
tppnllakel
vhidynvcfe
ltlleafwvyd
kvnwifknrde
tlghryseht
dlgppsyvpa
vpkaifgkhr
gryaadinsr
alctltrrnl
dldipnpmea
legttdgvpl
tpkmsaggml
dnhrgvleei
scfsedgmak
kvsvddlckk
qrvglhiamf
aalessieqr
slrtrtaesal
wllsahkqglt
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taangvifse
Inlltliveqg
letayklilg
ignaknslig
sslsssspsl
lmkksetyap
vervglvhsg
dfsdvisfil
agftvlsklr
villgylenl
aggpavtvrh
gknllwinswv
hslngesrkt
slnlkadfny
dprelgksie
tvsgslpvls
mygnglleki
dlvghfkkls
vaksiltlak
ypriesestv
egvrllprek
ddmvdviwrg
gipldeddpr
giipglfsrl
aiptllgniqg
nptmvlgrgm
ekiagimrekh
pakpgsswip
ihswvggtiti
nrgetprfha
qnpgiverps
wsscttpdew
kgkslrvpek
plvdwtagge
mlvvlpkldg
qlagtggravqg
taflgnagga
legwktwmee
lirgverlkg
mmegaassag
setvhlangwv
gtlveslgay
lvafdgmfag
fflkrlgtik
pikaftadfv
avehnigigk
gqwghedllin
lkwagganpa
nldaalfeli
gdmstgraiq

28

avltaanecv
intklpssiv
emtcalnnll
mwalsptvia
fdgavistvt
lfslpsthkt
trirgafgkl
yvagnshrtgkd
tplgragdtt
eklmynavyeqg
gfdlltemkt
aqgaegrfek
viskptdssp
ikslssfesg
vgllrssvel
tlglycssal
kegtvpirsh
tgggvdekwg
wigaewkels
higvgepdfi
sevgnllpdt
lisscpwlse
lhlshrveqgs
nhpevyvrgs
geellvsece
lvaelrrvtv
talmkpivia
fkeimlslqgqg
lptktkpkkl
rhysvtplgt
elyyskigpa
wrvtgsyars
vpfrmtgnie
agfagavygg
sldeylslge
ealgvklnef
hlisqgceqgle
licnttverc
eavtvpvced
eglvdltsrd
vitslgelnsn
lrnaamglee
vetafsllve
effrlegtfs
rglliglpng
fsglvmnrat
rpgamsvipp
lapvlgdfea
kreggmesfa
tekeggietv

gvllgsldps
eklfipsskl
hslglpeacs
llsknlmivh
tatkkhfsii
ckgllantlwv
lksipldvvl
nwlerlfysc
gtiegiirsl
canaltsppk
tslsggnele
asveygehlc
evinylgnka
kfvecteqgle
atalnpieqgd
entvsnrlst
lmelgltaak
peldiektkl
ggqlkgvyrag
lgglyhlssv
iteeekeriy
ldesategvi
tddmivmatl
icnllcrvag
ggsppasqds
lwdelwlgvl
lehvrsitaa
ragkrasyil
1flgsdgksy
rsgligwvdg
lktvglsldwv
tavmsmvgyi
talgvtgveg
gggaasskqgs
gltdveklgg
eqwithygaa
gevgallggr
gelyrkyemg
glkeiercik
gawfleelcs
frgiifpeal
ethahyidva
klnkmeipia
ktlsgsssle
algltlcsfi
vlassydtaw
prsailtsmk
tiaerrnlvl
sgfnssvsel
cetignlvdn

mtihcdmvit
1flryhkeks
eikheafknh
sdlavhfpai
Inllgillkk
edvniclgac
snnnhteiges
gqrldkrdgst
aaht Inpdgd
virtffytnr
vtimmvveal
amtgvdecis
cecyisiadw
1lpgeninll
gkwgsitenwv
edcliplfse
farkrgnvsl
lytaggstha
hggnitglst
gqapevakswa
gilggavcrp
kvwrkvvdri
rllrllvkha
dsphlilypa
nkdepksgln
lgghmyvlrr
pactphekwt
rleeispwla
pylfkgledl
atplfglykr
srrdwplhvm
iglgdrhldn
virlsceqgvl
kremereitr
klleeiefle
fnnleatgla
rsvlrgcleqg
vapgppptve
vilhengeeg
msgnvtclvg
relmkgeytl
rllhagygel
wrkidiirea
dgntvngpvg
salgvdiiag
kkhdlvrrle
kklhtlsgie
kesqgrasqvt
elrllgrvdt
iktvltghnr



3421
3481
3541
3601
3661

Secuencia de nucleétidos SMG5 (No. de entrada del GenBank NM_015327.2, nt

150
181
241
301
3el
421
481
541
601
661
721
781
841
901
61
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
lesgl
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
216l
2221
2281
2341
2401
2461

glgdvkhllk amakdeeaal adgedvpyen
rsgehvemlg eitptlkelk tgsgsiynnl
avrsntggkt gpdvmsgnar kligknlats
avgernsyav svwkrvkakl egrdvdpnrr

e

gcgagcoccga
tgcatcgact
aaaacattag
cagtggacta
tccagettat
acaggacgca
cccactacca
taggatgcaa
gtcaccgatg
tagataccga
ttggaatgce
ccatgtattg
acctcaagcg
ctecggaaact
ttatgtatet
cactttgcca
ccaacctcag
cggaccttct
gagcaggatc
tegteaatca
cggcattcca
aggagccaga
gtaagttcte
acagtgacct
agggctcaga
aaacagactc
aggaggggac
ccctoaatgg
ccacccagat
tectecagec
atgtagacaa
ccagtggacy
cogaaggtet
tcatcatcgt
atctgttgec
aagatcttct
acatggectet
cggatoggeo
gctttggtca

agcaaaagtc
tgacctcatc
cctgaggaac
tgggagaaaqg
caagactaac
cctggttget
gctggaactg
gaagccagtyg
tctggtgtat
gctgctagoo
cttcaatcaqg
ctacctgcge
gctgtatgac
gtctectgge
geaaagecte
gtcagtcctg
cctggocagt
catctttcaa
caagcagtac
tgtcaacata
gagtgatggc
tcctgagect
tegectoteoe
gagtgaaggc
cagtggctct
ggaaatgaat
acggtcacca
cccactgggce
gttocagact
caccaccaac
gccttcagag
ctoctgtegg
gectteoctget
gtgtgcgeag
tgcoctgetggt
tgaaggttgt
tegtaacctg
cctgoctcage
tttcatcgece
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a
ctccacacta
ctttgcaaca
aagctgeogtyg
gctgaggagce
aaaaagcaca
ggtattggct
cagtgctgca
tctgecteag
ctgggggatt
gagagatttt
ctgggcacce
tgecatccagt
aaggcagecca
aaaaagcgat
ctacageccca
gaggacttca
gaggatgagg
atggtcateca
agtgcagececa
cggctgeagg
acagatgaac
cctocctgtaa
tgtecteoegeoo
tttgaatcgg
gacaagagtce
agccaggagt
accctggage
cccagtgagg
aagcgotget
cctcatacct
ccagcctctg
aatgageogea
gtgaaagtct
agctctcaaa
gaactcoagg
gaactgcctg
cococegotee
accttagagg
cgcctgcaag

29

svrgflgeyk
vsfasplvtd
adtppstvpg
msvaeqvdyv

tgagccaagqg
agcggettta
aaactgctta
agctctgegt
tgctgtggag
tccacageeyg
tctaccagea
tcgactggac
ggaaggagat
tgtcococgata
actaccaagc
tggcaggcag
cagaagtgte
aaatgtacca
gtaaagacat
aaagcagcete
acctctgcct
aggagtatga
tctgeocttat
ttgcoccttcac
ctgagetgga
cagagtccaa
caccccaagt
gtogoogeca
actcaagcca
ttgaaggtgg
cccgatcaga
cocctogggy
ctagcattge
tecgactgge
cggecageca
aggagggctc
geatocagga
tcctggactg
gtctgtggaa
agtctggect
acctccccte
gagctgeococa
agtcagtggt
gcagcatcct

swgdnigtvl

ftlvgamggv

atnecsspts satygpsfaa
tgksvacspk kavrdpktgk
ikeatnldnl aglyegwtaw

150-3200) (SEQ ID NO:9)

cccccocaca
ccgggctaty
tcaagaagta
caagcttatg
aaaggtatac
gagcactttyg
tctecttecte
ccatgtcact
ggattgggca
tcagaatgaa
cctgtcagta
caagtactat
ctttgaggga
ccaactgaaqg
taaaaggttyg
cgtggactca
cttctacctyg
gagtggatat
gtgtgtgeac
cctggeoccete
agagggcgayg
ggaacctgtyg
gggtgagggc
cocacoccaaa
tgactcagec
gggaacggcc
cttggaagat
cagatcagag
cagcaatcta
coccaccttt
caggccttge
tgagtcggag
gaagotteag
gecttoggacce
ccgectgtet
ggccttgtgt
tagccttctg
cagacgottt
gcgcatotge
gcagttcaac

ggggagagca
gtggaggctyg
ttcaaaccag
ttcctgeacce
tatgaagtta
gaatgtgcct
tatatccagt
gacccectcea
cagatggecat
ttagctggeg
getocctocaga
aatgtggaag
geectatggga
aagtgtgaga
ctagtgaact
gagctgacct
cccoctecteac
getttectec
agcttggaga
ttttcccacce
aatcecegteo
gagaaagagq
agaaagagcc
gttggtgatg
cgggccagtyg
tttgatgetyg
atggaggaag
gectcococgatt
caagccatgt
agcaacctge

gtcaatgggg
gggagtgagt
gteceotgatgyg
AaCCCCgacc
gtgttgctga
cctgaggtece
ctcccagagg
aactttgaca
tgcatccgea
ccagaggttg



2521
2581
2641
2701
2761
2821
2881
2941
3001
3061
3121
3181

gecatottogt
agttccgaat
tacgacttca
cagccatgte
tcecgocaact
gocotggattt
cagagtttaa
agcggcataa
gctgcaaaca
ccatcatcac
cectgoagge

agtggaagga

cagcattgec
ggcacaggag
getcgaagtyg
tcoctacctce
ggccaccagt
getgaagaag
daaaggaaac
gctgaagagg
gctgactctg
aggcoccttcocca
cgetgoceac
aattggttga
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cagtctgage
gaagctcgtc
tctcagetgg
gtccctgaca
ggccgocttea
gaacacccag
aggtacattc
caggatgcag
gcocecaggggyg
ctggacaacc

gccagtgtgg

aggagagcct
ggaacaggct
agggcagcct
cccaggecct
ttgtcatcat
gggcccggga
gctgccagaa
atgcctggac
caggtgagga
cocagecgtget
acatcaagaa

gectgocageag
catgagagac
gcagcagcoco
ctgccaccat
cccaaggaca
tgggattcgg
agaggtggga
tctctataag
ggatccgagt
ttcaggcccco
tgttetggac

Secuencia de aminoacidos SMG5 (No. de entrada del GenBank NP_056142.2) (SEQ ID NO:10)

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
g6l

msggpptges
elcvklmflh
fyghlllvyig
lsrygnelag
sevsfegayg
ksssvdselt
iclmecvhsle
peskepveke
dsshdsaras
pprgrseapd
sashrpcvng
fldwlrtnpd
dlpsslllpe
gsilgfnpev
egslggpkag
gardgiryle
ageedpsgmv

sepeakvlht
pvdygrkaee
shyglelqgecce
vdtellaert
nlkrlydkaa
slcgsvledf
ragskgysaa
eepdpepppv
egsdsgsdks
slngplgpse
dvdkpsepas
liivecagssqg
dmalrnlppl
gifvsiagse
samspylvpd
aefkkgnryi
tiitglpldn

krlyravvea
llwrkvyyev
idwthvtdpl
yygalsvapq
kmyhglkkce
nlclfylpss
iaftlalfsh
tpgvagegrks
legggtafda
asiasnlgam
cegsesegse
slwnrlsvll
razhrrfnfd
gesllggaga
tgalchhlpw
rcgkevgkst
psvlsgpmga

vhrldlilen
igliktnkkh
igokkpvsas
igmpinglgt
trklspgkkr
pnlslasede
lwvnhvnirlqg
rkfsrlsclr
etdsemnsqge
stgmfgtkre
ssgrscrner
nllpaagelq
tdrpllstle
gfrmageear
irglatsgrf
erhklkrgda
algaaahasv

ktaygevikp
ihsrstleca
gkemdwagma
lagskyynve
ckdikrllvn
eayesgyafl
aeleegenpv
rrrhppkvgd
srsdledmee
frlaptfsnl
sigeklgvlm
esglalcpev
esvvriccir
ronrlmrdmag
iviiprtvid
dawtlykild
diknvldfvyk

geccaggeac
atggctcagce
aaggcccagt
ctccotgtea
gtgatcgatyg
tacctggagyg
aagagctttg
atcctagaca
ggcatggtga
atgcaggcaqg
ttctacaage

enislrnklr
yvrthlvagig
chrolvylgd
amycylreiqg
fmylgsllgp
pdllifgmvi
pafgsdgtde
dsdlsegfes
eegtrsptle
llgpttnpht
aegllpavkwv
qdllegecelp
sfghfiarlg
Irlglevsgl
gldllkkehp
sckgltlagg
gwkeig

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

296
301
361
421
481
541
601
66l
721
781
841
5901
561

gacattccct
ccectectoce
acacaactcc
agccgcagct
taaggagtcc
caaggtgtct
agattggatyg
ctegeatgtt
agtgaatcag
cctggaagaqg
ctgectacgtyg
gctgaagtat

gcagtggctyg
attggaagta
cagoetgaaag
ctgggcttgg
gccaaagectc
tcectttgtcee
ctecggectace
gctgtggatyg
tctgaggtge
gatcggotto
gagaaaacct
tttctggaag

agaaggtcct
cccgeatget
actgectteote
ccatgtttte
agctgtccte
cggacctgaa
cggacacctyg
tatggtcgac
cactgtacaa
toctcgggett
cggataaggt
cocctttgtgg

30

caaggagttc
gocagcttatg
ggaggagtgc
tctactggtc
tcctgaggac
ggagctgctc
gaatcctcct
gctggetgat
ggacccggat
tgtcceccttg
tattgcagct
acaagaagag

caggtgttac
accatcaata
cgototgtga
cgccgctgea
caggatgacc
cccagtgtca
cccacatecc
ttctgtaaca
gatgacctca
ctggotgecec
gactgcaaaa
cctctgetgg

atgga
tgcagcacag
tgtttgcagt
tocoaggaaca
cctgecttact
aagacgacat
aagtctggte
tggatctgece
tactgactge
ccocktettat
ctcaggaccc
gggtcacagt
cattcaaggg



1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801

tggaaagtat
agagggaaca
tteagagget
ggctcoctggeo
ggaggaccac
agacaccaac
gtacatcctg
ggagacagac
catcgagttc
ccgtggcaat
taacaacgat
cttcatgccce

ggatgaccgg
agccttcctc

gtgtcagtgg
cgactggaag
gaaggcageyg
aggaagataqg
agtcagatga
ggotteoattyg
gtggtgcccc
caccgggctg
ctogagcage
gaactcgaat
gatctcatece
gccagcaaag
aacctgocgtyg
acgtgggece
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cacccgteocce
atgaggagga
gaggcgagga
ctgagcagea
ggcagatgga
accacctgge
tcatcgtgat
ggggctacgce
gattcgagag
ccatcgecett
tgtocectgetg
aggagccaat
tgaaggcgct
aggtgggctyg

agacaccatg
ggatgtggtg
tgacatcagg
gcgtcgeocag
gctcgaaatc
cagtotggeg
caatgagctg
ccgtgtggta
tcgggactct
ccgcagtgag
cctocactac
ccggctactg
cacaaggaat
a

ggaaaggaaa
attgaagact
gagcttcggg
gaaaagatce
agacctttgt
cggotgotgg
gacggcctgg
caagagaagqg
tgectgogag
gacatcactg
tgcaaagaca
cgggaggtgg
gttocctgtac

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

1
6l
121
181
241
301
3el
421
481

metfpavaek
eqaaalglam
wsdwmlgypd
lileedrlls
kggkyvsvap
klalarkiae
rkyilvvpli
tsrgnelesi
ltddrnlrvk

vlikefgvllg
fsllvrrcte
twnppptsld
gfvpllaapg
vpdtmgkemg
ggrrgekiga
vineldglak
afrseditgg
altrnvpvrd

hspspigstr
llkesakagl
lpshvavdvw
dpcyvektsd
sgqegtrlede
vledhsgmrg
ggetdhragg
lgnnddlils
ipafltwaqgv

mlglmtinmf
sspedgddgd
stladfecnil
kviaadckrv
eedvviedfe
meleirplfl
varvvgekar
cclhyckdka
g

avhnsglkde
dikvsstvpd
tavngsevpl
tvlkyfleal
edseasgsgg
vpdtngfidh
ksieflegrf
kdfmpaskee

tgggaagcca
ttgaggaaga
ccaagaaget
aggcoctgtcct
tcctcogtace
agagcaggaa
ccaaggggea
cccocgcaagte
ccoctgaccag
gccagctggy
aggctaagga
tgectgttgac
gggacatccc

fseecrsvig
lkellpsvkv
vkdpdddltl
cggeepllaf
eddirelrak
laslarlles
esrdsclral
pirllrevvl

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

119
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
801
861
1021
1081
1141
1201
1261

gagecctgeoag
ttectaagctyg

gaaaatgcta
gaatcacgcec
toccgaatogyg
ctatactcag
gaagtcttcc
gccacagtct
tgctcgatac
tgtcoeocctec
ccatctgacc
tgcctcoccact

aaccaagtgg

coctgagtaag
gaggctgcta
cctgtttcaa
ccaagatgag

cetgtgeaag

tccageagte
agtggtggat

agogegeagt
ggtcecagetg
gttaccgatt
tttaagaatc
agtgaagttc
ttattacaaqg
caattgggaa
agctcctgtt
agaaaccaga
aatggtcagc
acaattttct
aatctgcaaa
gogtgtttctyg
agcttggaaa
ttccaaaaaqg
cttcatcacc
cagctatgtt
tgtcctctac
aaggtctecca
gaaagacagt

acctooggea
aagtctggac
tggaatacgc
agatcacaac
aggcaaacct
aactgtgtac
ttatcagcaa
cctatatctg
ccagccaggce
cttataatca
actactgcag
aagcactttc
acttcatcaa
agttgagcce
ctttcaactce
ttegtgactt
ggacacagtt
agaatgagte
tggactgget
acatttggce

31

ggcagaagte
atccaggcag
tttagacaag
actacaaggc
ttctctgtte
agtatttaat
taaacagacg
ccagcactge
agagtcctac
gttggctate
aagcattgct
taaagcactg
ggcctttatt
toettogagag
tcageagtta
tagcaatgaa
gctggcccte
tcaggaggag
aagactcaga
ctggttgatt

ctgaaggetyg
gctctgcagg
aaagtagaac
caggcaaaga
ctagaggcag
gtagatttac
cataccagcg
ctcgtccacc
tataggcatyg
ttagcttett
gtgaagttcc
gaaagccgaqg
aaattccacg
aaattggaag
gttcatgtca
accgagcagco
tttatgtett
tectacaatyg
cocagggtet
tctottotga

at
acatgacaga
acctgtacca
aggatctctyg
atcgagcaaa
ctagtggctt
catgccgtgt
ccatagtgaa
ttggagacat
cagctcagct
ccaaaggaga
ctttcccage
atgaggtgaa
gtcatgtgta
aacagtttaa
ctgtcattaa
acacttatag
ttctecggeat
cotatcectet

ttcaggagge
atagtttcca



1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1521
1881
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701
276l
2821
2881
2541
3001
306l
3121
3181
3241
3301
3361
3421
3481
3541
3601

tccccocatgaa
acaaggattt
gggtattaca
tataggcaaa
gaaattgttg
agagaaccte
agggctaaaa
gaagccagtg
aagaagtttt
tgaagccaga
ccoccattecat
aacatatgtt
tggtgtttect
ggtgcaagct
geccaatgaac
accagctcag
acaacaatcc
attccagcag
aggcccatta
cataaaactg
aaaaatgaaqg
agaattctac
agcaaacata
tgtacccaga
aaagagtctg
ttacccggcet
attggagaag
ctctoctcaat
cctgacatec
gtattccctt
aacaccagcc
adcAacacaac
cagggataga
cattgattat
gagtggecacc
aagcctaaag
ggaaggaagc
tctcoccageco
acagaagaaa

gaggacctct
ttggcattga
ggggacaaag
tggattgctg
tttatcacag
atteotgeaag
tcagtgctat
gttaccttca
cctecoccaaaqg
aaaacacctyg
cacocctggag
atcceccooge
gtcccaggaa
gggaaacagt
cagggaccto
ccaacagcac
ccltacaaaag
tatcaacagg
gggaaaatta
tttgagcecgt
ccttttcocea
tgggattctt
gaccgeagygyg
atgcocgtttyg
gcetgecttgg
ctgctgggge
ccctecagage
caggaaagat
agctccaaag
tttgaaggga
agcocagtcete
cataattctyg
aggactgcag
ctctcageaa
tggacaggoce
aagcaacagc
agcagtatct
toccactttca
acacgacgte

ES 2792 151 T3

caagtattag
gaccttcttt
aaggeocagea
ataatcagcc
aaatcccaga
aaacatctgt
ctacaagccg
aagaaaacat
aggtaaaatc
taactcaaac
ccttocctec
ctgtggcatt
cctttecttea
ccracattec
aacaatcaca
agtctacaag
ctgtgcecgge
cagatgcctce
tgoctgtgaa
cattgcaacc
tggagccata
cctacageat
gcaaacggtc
aggaccccaa
aggaagagga
ctctcgecte
tcatgtcaca
acccaaataa
cagaactcag
ctccgtggte
ctcatteccte
ttccattcte
atcggtggaa
cgtecateccte
atggccette
atggggtcca
gogtagocca
gagtgaaatt
gtccattttg

tgcgacacca
caggaacttg
acgacgaata
aaggctgatt
attaatactg
gatagagteg
aaatttaagc
taagacacga
ccagacagaa
cccaactcaa
tocttceocage
ttctatggge
gocctacaget
ttacagccag
gocacctteo
ccagctgcag
tttggggaaa
caaacagctg
acagccctac
tcctgtaatg
taaccataat
ggctgataac
accaggaatc
gagctocococct
agagctgatt
tcttecctgga
ttcatcctet
tagtatgtte
tocctcaatg
tccatcactt
taacccaage
caattttgga
aactgataag
tgagagcagt
catggaggat
gcagttgggg
cagagggcece
caaggeagcea
gaagagacga

cttcocagagg
gatttttcca
cgacageaac
cagtgtgaaa
gaagacccca
ctggotgeag
aacaactgtg
gaagtgaaca
ctaagaaaga
gcaagtaact
aggccagggt
tcaggttaca
cactctocag
caacggccct
cagcaaccca
gttcaagcto
agcccgocte
tggaatcccce
taccttcaga
cagcagcagg
ccctcagaag
agatctgtaa
ttcogtcocag
ctgcttocte
ttttctaaca
cgaagccttt
ttcctgtece
aatgaggtat
gccococagyg
cctgccagtt
agcctaccca
cecattggga
ccagccatgg
tggcatcagyg
tecoctotgetyg
cccaaaagac
aggccoctac
cggacatgtg
aagaaaggaa

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

1
61
121
181
241
301
36l
421

mslgsagylr
wnhafkngit
vkssglgiis
lvpsnggpyn
ktkwgvedfi
nlfglhhlrd
lpavkvsmdw
lggflalrps

gaevlkadmt
tlgggaknra
nkgthtsaiv
glailasskg
kafikfhghv
fsneteghty
Irlrprvige
frnldfskgh

dsklgpaevw
npnrsevgan
kpgssscsyi
dhlttifyve
vlskslekls
sgdeqlcwtq
avvdergyiw
ggitgdkegg

32

tsrgalgdly
lslfleaasg
cghclvhlgd
rsiavkipip
plrekleeqgf
llalfmsflg
pwlisllnst
grrirggrli

gkmlvtdley
fytgllgelc
iaryrngtsg
aastnlgkal
krllfgkafn
ilckeplagne
hpheedlssi
sigkwiadng

agtttgaatt
aaggtcacca
gettgatete
atgaggtagg
gtgaagccaa
atgggagece
acacaggada
gagaccaagg
ctcoccagtgtce
cccagtteat
ttoogoococ
ccttceceage
caggaaacca
ctggaccagg
ttacatcttt
taactcagca
accactctgg
ctcaggttca
cccaagacoc
ctctagaaaa
tcaaggtccoc
tggcacagea
agcaggatcc
cggacctgtt
cteocctgatcet
ttaaatcctt
tcaccggatt
atgggaaaaa
aaacatctet
cagatcattc
gctcocteocteco
ctccagataa
gtgggtttgg
ccagcactece
tcoteatgga
agtctgaaga
ccagetgeag
cccatcagge
aataa

aldkkveqgdl
tvinvdlpcr
aesyyrhaag
skalesrdev
sqglvhvtvi
sqeesynayp
satplpesefe
prligcenev



481
541
601
661
721
781
841
901
g6l
1021
1081
1141

gkllfiteip
ekpvvtiken
ipihhpgafp
gvgagkgshi
gggsptkavp
piklfepslg
gqanidrrgkr
lypallgpla
nltssskael
pthnhnsvpt
psgtwtghgp
slpastfrvk

eliledpsea
iktrevnrdg
plpsrpgfpp
PYSIIrpsgp
algkspphhs
ppvmgggple
spgifrpeqgd
slpgrslfks
spsmapgets
snfgpigtpd
smedssavim
tkaartcahg

ES 2792 151 T3

kenlilgets
grsippkevk
ptyvipppva
gpmnggpggs
gfagyggada
kkmkpfpmep
pvprmpfedp
llekpselms
lyslfegtpw
nrdrrtadrw
eslkkgghgv
agkktrrrpf

33

vieslaadgs
sgtelrktpwv
fsmgsgytfp
gppsggplts
skglwnppgv
ynhnpsevkv
ksspllppdl
hsssflsltg
spslpassdh
ktdkpamggf
gglgpkrgse
wkrrkkgk

pglksvlsts
searktpvtg
agvsvpgtfl
lpagptagst
agplgkimpv
pefywdssys
lkslaalees
fslngerven
stpasgsphs
gidylsatss
eegsssicva

rnlsnncdtg
tptgasnsgf
gptahspagn
sglgvgaltqg
kagpyylatgd
madnrsvmag
eelifsntpd
nsminevygk
snpsslpssp
sesswhgast
hrgprplpsc
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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 asi la toxicidad
de TDP-43 en la célula.

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

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

donde la etapa de proporcionar comprende administrar una composicién que comprende un &cido nucleico que
codifica el polipéptido UPF1.

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

(i) la ELA esta asociada con la toxicidad de TDP-43; o
(i) el sujeto no tiene ninguna mutacién en el gen SOD1.

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

en el que debe administrarse una composicion que comprende un &cido nucleico que codifica el polipéptido UPF1.

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

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

8. Una composicion farmacéutica que comprende un polipéptido UPF1 o un acido 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 estéa asociada con la toxicidad de TDP-43; o
(i) el sujeto que tiene ELA no tiene ninguna mutacion en el gen SOD1.

9. La composicion farmacéutica para su uso de la reivindicacién 8, que comprende ademas un agente de
reconocimiento.

10. La composicion farmacéutica para su uso de la reivindicacién 8 o 9, en la que el polipéptido UPF1 comprende o
consiste en la secuencia de aminoacidos de SEO ID NO: 2, o comprende o consiste en una secuencia de
aminodacidos al menos un 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% 0 99% idéntica
con la secuencia de aminoacidos 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 aminoacidos de SEQ ID NO: 2, o comprende o consiste en una secuencia
de aminoacidos al menos un 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% 0 99%
idéntica con la secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO: 2.

12. Un acido nucleico que codifica el polipéptido UPF1 para su uso en el tratamiento de ELA en un sujeto humano
que padece o0 es susceptible de padecer ELA, en el que

(i) la ELA esta asociada con la toxicidad de TDP-43; o
(i) el sujeto no tiene ninguna mutacién en el gen SOD1.

13. El &cido nucleico que codifica el polipéptido UPF1 para su uso de la reivindicacion 12, en el que el acido nucleico
codifica un polipéptido UPF1 que comprende o que consiste en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 2, o
que comprende o consiste en una secuencia de aminoécidos al menos 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%,
94%, 95%, 96%, 97%, 98% 0 99% idéntica con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 2.

14. El polipéptido UPF1 para el uso de cualquiera de las reivindicaciones 4 a 7, la composicion farmacéutica para el

uso de una cualquiera de las reivindicaciones 8 a 10 o el acido nucleico que codifica UPF1 para el uso de la
reivindicacion 12 o 13, en donde la ELA esté asociada con la toxicidad de TDP-43.

34
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15. El polipéptido UPF1 para el uso de cualquiera de las reivindicaciones 4 a 7, la composicion farmacéutica para el
uso de cualquiera de las reivindicaciones 8 a 10 o el acido nucleico que codifica UPF1 para el uso de la
reivindicacién 12 o 13, en donde el sujeto no tiene ninguna mutacion en el gen SOD1.
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Riesgo acumulado de mortalidad
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Riesgo acumulado de mortalidad
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