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DESCRIPCION
Procedimiento para la identificacién de la actividad agonista sobre un canal de potasio de un compuesto diana.

La presente invencioén se refiere a un procedimiento o a un ensayo para la identificacion de la actividad agonista de un
compuesto diana sobre un canal de iones potasio dependiente de la tension.

Los canales i6nicos son esenciales para el funcionamiento de las células nerviosas y musculares, al igual que para la
mayoria de otras células somaticas. Los canales iénicos participan en practicamente todos los procesos fisiologicos, por
ejemplo en los impulsos eléctricos sobre los que se basan las funciones sensoriales y motoras del cerebro, en el control
de la actividad contractil del corazén, en la musculatura lisa de los vasos 6seos e intestinales, asi como en la absorcion
de nutrientes, la secrecién hormonal y la secrecion y el desarrollo celular.

Los canales i6nicos permiten que los iones atraviesen la bicapa lipida hidr6foba de la membrana celular, lo que es
decisivo para generar y transmitir las sefiales eléctricas en células vivas. Los canales idnicos pueden clasificarse segun
su selectividad idnica. Algunos canales iGnicos son permeables para cierto tipo de iones bien determinado, por ejemplo
para los iones sodio (Na"), potasio (K") o calcio (Ca2+). Por el contrario, otros canales no pueden distinguir o sélo lo
hacen en escasa medida los tipos de iones. Estos se denominan canales i6nicos no selectivos. La apertura o el cierre
de los canales ionicos pueden ser controlados por diferentes mecanismos. Los canales i6nicos dependientes de
ligandos, por ejemplo, son controlador por el enlace directo de ligandos intra o extracelulares. Los canales i6nicos
dependientes de la tension, por el contrario, reaccionan cuando varia el potencial de membrana.

El potencial de membrana celular se debe al gradiente eléctrico y al gradiente de concentracion de los diferentes iones y
particulas cargadas a ambos lados de la membrana celular. Especial importancia tiene aqui la distribucién de los iones
sodio y potasio en el medio intra y extracelular. La distribucién de los iones se basa en la permeabilidad selectiva de la
membrana a los diferentes iones y su transporte activo mediante bombas de iones.

La actividad de estas “bombas” accionadas por el ATP celular conduce a una distribucion desigual de los diferentes
iones — especialmente de K, Na", ca® y CI" y otros aniones organicos — a ambos lados de la membrana celular y, con
ello, a gradientes idnicos en la membrana. Asi, en estado de reposo se produce un exceso de carga negativa en el lado
interior de la membrana en comparacion con su lado exterior. Esta separacion de cargas resulta en una diferencia de
potencial a través de la membrana celular, lo que se denomina potencial de membrana (V).

En reposo, el potencial de membrana en las neuronas y células musculares oscila en el rango de -60 mV a -80 mV
(denominado potencial de membrana en reposo). Las sefiales eléctricas en las neuronas y células musculares se basan
en cambios cortos del potencial de membrana. Estos cambios son provocados por la apertura y cierre transitorios de los
canales ionicos, lo que resulta en un flujo de corriente eléctrica a través de la membrana. Si se reduce la separacion de
cargas en la membrana se habla de despolarizacion de membrana — el potencial de membrana se vuelve menos
negativo. Un aumento de la separacion de cargas se denota hiperpolarizacion, puesto que se produce un potencial de
membrana mas negativo que el potencial de membrana en estado de reposo.

El potencial de membrana en estado de reposo es un llamado potencial de difusion y queda determinado por diferentes
factores. Las moléculas sin carga, por ejemplo oxigeno, didxido de carbono, urea, etc., pueden atravesar libremente la
bicapa lipidica hidréfoba de la membrana celular. Por el contrario, los iones, particulas cargadas, sélo pueden atravesar
la membrana celular con ayuda de poros selectivos de naruraleza proteica (canales idnicos). Debido a su permeabilidad
selectiva para determinadas especies ionicas, la membrana celular es una membrana semipermeable. La actividad de
las “bombas” accionadas por el ATP en la membrana celular resulta en una distribucion desigual de los diferentes iones
— especialmente K*, Na', ca®, cr y aniones organicos — a ambos lados de la misma y, por tanto, a gradientes i6nicos
en la membrana. En la Tabla 1 se muestra la concentracion intracelular y extracelular de distintos tipos importantes de
iones. La semipermeabilidad de la membrana celular y la desigual distribucion iénica a ambos lados de la misma resulta
en un potencial de membrana en reposo.

Tabla 1 Concentracidn de los tipos de iones mas importantes dentro y fuera de una célula

lon Concentracion extracelular (mM) Concentracion intracelular (mM)
Na* 145 12

K* 4 155
ca®’ 1,5 0,0001

Ccr 123 4,2

En este contexto y de forma simplificada, se considera que una membrana celular sélo es permeable a un tipo de iones,
por ejemplo a los iones potasio (K*). Los iones K* existen en la célula en concentraciones muy altas en comparacién con
el entorno. Por esta razén, los iones K* se difunden, debido al gradiente quimico, desde el interior de la célula hacia su
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exterior. La difusién de K* desde la célula, sin embargo, es autolimitativa. El flujo de salida de los iones K* de carga
positiva y el exceso resultante de aniones impermeables de carga negativa en la célula conducen a que el interior de la
célula sea negativo. Debido a esta separacion de cargas, se genera una diferencia de potencial eléctrico en la
membrana celular. Cuanto mas iones K abandonen ahora la célula, tanto mayor sera la separacién de cargas y tanto
mayor resultara la diferencia de potencial, volviéndose el interior de la célula cada vez mas negativo. Finalmente, esta
diferencia de potencial eléctrico actia en contra del flujo de salida de los iones K cargados positivamente.

Esto significa que existen dos fuerzas opuestas que afectan a la difusién del potasio a través de la membrana celular: a)
el impulso quimico dependiente de la diferencia de concentracién de potasio y b) el impulso eléctrico determinado por la
diferencia de potencial eléctrico en la membrana.

Por tanto, la difusion del potasio conduce, después de un corto tiempo, a un potencial de membrana donde el impulso
quimico, que hace salir los iones K* de la célula, es exactamente de la misma magnitud que el impulso eléctrico del
potencial de membrana que actia en contra de la salida de los iones K*. En el momento exacto en que se alcanza este
potencial de membrana, ya no se produce flujo neto alguno de iones K en la membrana. Este potencial se denomina
“potencial de equilibrio del potasio” (Ex).

[X*],
[X*);

Eyx = 61,4 mV xlog

Ecuacién 1: Ecuacion de Nernst para el potasio (a 37°C)
[lon] = concentracion (a) extracelular (i) intracelular
Con ayuda de la ecuacion de Nernst se puede calcular el potencial de equilibrio para los iones potasio.

Segun la ecuacion de Nernst (Ecuacion 1) el potencial de equilibrio del potasio se calcula dividiendo las concentraciones
de potasio a ambos lados de la membrana celular. Si se utilizan las concentraciones de potasio indicadas en la Tabla 1,
resulta un potencial de equilibrio para el potasio de -98 mV. Asi, el potencial de membrana de una célula, cuya
membrana es selectivamente permeable al potasio, corresponderia exactamente a Ex y seria de -98 mV.

Tabla 2 Concentracion extracelular e intracelular de los tipos de iones mas importantes (ver Tabla 1) y su
potencial de equilibrio resultante

lon Concentracion extracelular (mM) Concentracion Potencial de equilibrio
intracelular (mM) (mV)
Na’ 145 12 +67
K* 4 155 -98
ca” 1,5 0,0001 +129
Ccr 123 4.2 -90

Sin embargo, habitualmente en la membrana celular no sélo se encuentran canales i6nicos de paso del potasio, sino
también canales para otros tipos de iones. Como se muestra en las Tablas 1 y 2, también existe un gradiente de
concentracion de membrana para estos iones. En consecuencia, también se puede calcular un determinado potencial
de equilibrio para estos iones. En la Tabla 2 se muestran los potenciales de equilibrio de los iones mas importantes. Por
ejemplo, el gradiente para los iones sodio es exactamente contrario al de los iones potasio. El potencial de equilibrio
para el sodio, de +67mV, esta claramente en el rango positivo.

La contribucion de los diferentes gradientes i6nicos al potencial de membrana en reposo de una célula permeable a los
iones potasio, sodio y cloruro se describe mediante la ecuacion de voltaje de Goldman-Hodgkin-Katz (Ecuacion 2).

P [K"], +P,[Na"], + P, [Cl ],
P[K"), + Py, [Na™], + Fg[CI7],

Vv, =61,4mVxlog

Ecuacién 2: Ecuacion de voltaje de Goldman-Hodgkin-Katz (37°C)
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[ion] = concentracidn (a) extracelular (i) intracelular. Px = permeabilidad de la membrana para el ion X; Vi =
potencial de membrana

De la ecuacién 2 se observa que el potencial de membrana de una célula viene determinado no sélo por el cociente
entre las concentraciones idnicas a ambos lados de la membrana celular, sino, sobre todo, por la permeabilidad (P) de
la membrana para el ion correspondiente. Cuanto mayor es la permeabilidad (con frecuencia también llamada
conductividad) de la membrana para un determinado ion, tanto mayor es también la contribucion de este ion al potencial
de membrana. Por ello, el potencial de membrana representa, en cierta medida, la media ponderada del potencial de
equilibrio para los diferentes iones.

La permeabilidad de membrana para el tipo de i6n correspondiente se determina Unicamente por el ndmero y la
actividad de los correspondientes canales i6nicos que dejan paso a estos iones. En estado de reposo sélo pocos
canales de sodio, cloruro o potasio se encuentran abiertos en la membrana celular. En reposo, el potencial de
membrana de la mayoria de las células viene determinado principalmente por la conductividad para el potasio de la
membrana (Pk: Pci: Pna = 1:0,45:0,04). Por esta razon. las neuronas y las células musculares tienen un potencial de
membrana en reposo de -60 a -80 mV (véase arriba), cerca del potencial de equilibrio del potasio.

Cuando se modifica la permeabilidad de la membrana a un tipo iénico se produce un cambio del potencial de la
membrana celular. Asi, por ejemplo, una activacion de los canales de sodio desplaza el potencial de membrana en
direccion al potencial de equilibrio para el sodio — el potencial de membrana se vuelve més positivo.

El potencial de membrana también puede adoptar un nuevo valor si se madifica la concentracion intracelular o
extracelular de un ion (véase la Ecuacion 2). La magnitud del cambio del potencial de membrana en este caso depende
de la magnitud del potencial de membrana total para dicho i6n. Por tanto, normalmente los cambios en la concentracion
extracelular de sodio, cloruro o potasio tienen sélo una incidencia menor sobre el potencial de membrana. El potencial
de membrana, por el contrario, se ve claramente influenciado por la concentracion extracelular de potasio.

El genoma humano contiene aproximadamente 50 diferentes genes de canal de potasio. Los canales de potasio se
encuentran practicamente en cada tipo de célula de un organismo y representan la mayor y mas diversificada familia de
canales iénicos. La actividad se modula dependiendo del tipo de canal con un estimulo fisiolégico diferente, por ejemplo
cambios del potencial de membrana (canales dependientes del voltaje), proteinas G, iones potasio, nucleétidos (ATP)
etc. En la mayoria de las células, el potencial de membrana en reposo viene determinado por los canales de potasio
(véase mas arriba). Los canales de potasio inciden en las neuronas y las células musculares de forma decisiva en
relacion con la frecuencia y el transcurso temporal de los potenciales de accién, asi como de su transmision. Ademas,
regulan la excitabilidad eléctrica de estas células y desempefian un papel decisivo en algunos procesos de secrecion,
por ejemplo en la liberacién de insulina.

Los activadores pueden ejercer una influencia sobre la actividad de los canales de potasio de diferentes formas y
maneras. Los bloqueadores del canal bloquean los poros del mismo, en la mayoria de los casos, desde el lado
intracelular o extracelular de la membrana.

Por otro lado, por ejemplo, una interaccién de un bloqueador del canal con subunidades accesorias puede conducir a
que se cierre el poro del canal o no se pueda abrir por un estimulo fisiolégico (por ejemplo un bloqueador del canal
Katp).

Los abridores del canal también pueden conducir a una apertura del poro (por ejemplo el abridor del canal de Karp)
mediante la interaccion con subunidades accesorias.

Sin embargo, la mayoria de los abridores de los canales de potasio que actian sobre canales dependientes del voltaje,
funcionan como “gating modifier” (modificador de puerta). Las sustancias influyen sobre la dependencia del voltaje de la
activacion de los canales. Debido al enlace de la sustancia, se desplaza la curva de activacion de los canales hacia
potenciales negativos. Como consecuencia, con el mismo potencial de membrana existen mas canales abiertos. La
retigabina, un abridor del canal conocido como KCNQ, actla, por ejemplo, mediante este mecanismo.

La influencia farmacoldgica en determinados canales de potasio parece ser de utilidad terapéutica en muchas
enfermedades y, en ciertas enfermedades, ya se ha reconocido como una terapia efectiva. Por esta razén, los canales
de potasio son “drug targets” (dianas para medicamentos) terapéuticos importantes. Las areas indicadas son, entre
otras, enfermedades neurolégicas como epilepsia (por ejemplo canales KCNQ), pero también hipertension sanguinea
(por ejemplo canales Karp, canales Kca), arritmias cardiacas (por ejemplo canales Karp, canales hERG, canales KCNQ,
canales HCN), dolor (por ejemplo canales KCNQ), diabetes (por ejemplo canales Kartp), asma, incontinencia (por
ejemplo canales Karp) y otras enfermedades. En la provisién de compuestos que activan o inactivan los canales ionicos,
existe, por tanto, un potencial para el desarrollo de nuevos conceptos terapéuticos altamente eficaces.

En los ultimos afios ha sido posible identificar una serie de nuevos canales i6nicos o subunidades de canales idnicos.
Esto ha estimulado el interés en nuevos activadores que modifican la actividad de estos canales.

La busqueda de nuevos activadores que influyan sobre los canales de potasio requiere el desarrollo de ensayos que
permitan, con el mayor rendimiento posible, comprobar la influencia de las sustancias sobre la actividad del



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2399939 T3

correspondiente tipo de canal de potasio (Resumen: FORD ET AL., Progress in Drug Research, Vol. 58, p. 133 y ss.,
2002).

La publicacion US 6.329.367 describe un agonista de los canales de potasio y su utilizacion con fines terapéuticos.

El objetivo de la publicacion EP 1760158 es proporcionar un procedimiento para determinar el efecto de las sustancias
de ensayo sobre el potencial de membrana de las mitocondrias. Este procedimiento también debe servir para la
identificacion de abridores de los canales de potasio.

La publicacion “Comparative Study of Membrane Potential-Sensitive Fluorescent Probes and Their Use in lon Channel
Screening Assays” de Wolff y col., Journal of Biomolecular Screening (Tomo 8, n° 5, 2003, Larchmont, NY, USA) es un
estudio comparativo donde se analizaron cuatro sistemas de colorantes diferentes dependientes del potencial de
membrana y su interaccion con ocho diferentes moduladores de canal con el fin de identificar nuevos canales iénicos.

Actualmente existen diferentes técnicas para medir la actividad de los canales de potasio. La llamada técnica Patch-
Clamp para la investigacién de la actividad de todo tipo de canales iénicos es considerada como el “estandar dorado”.

Durante mucho tiempo, esta técnica parecia poco adecuada para la exploracion de un activador debido a su bajo
rendimiento. Para aprovechar la técnica Patch Clamp como tecnologia HTS (High Throughput Screening [Exploracion
de alto rendimiento]) se activa intensivamente la automatizacion de este procedimiento. Con este sistema ya se han
desarrollado los primeros ensayos prometedores, por ejemplo para los canales de potasio hERG [human ether-a-go-go
related gene]. Esta tecnologia es prometedora, especialmente para ensayos en los canales de potasio activados por
voltaje, como los canales KCNQ. Permite comprobar el efecto de las sustancias sobre los canales bajo condiciones
fisiolégicas. No obstante, los ensayos celulares no invasivos siguen permitiendo actualmente una busqueda mas rapida
de posibles activadores.

Los canales de potasio también permiten el paso rubidio (Rb") en cierta medida, ademas del potasio. Los iones rubidio
tienen caracteristicas muy semejantes a los iones potasio, por lo que los canales de potasio apenas diferencian estos
dos iones. El Rb" no tiene ninguna importancia bajo condiciones fisiolégicas, ya que esta presente en el cuerpo sélo en
trazas. Sin embargo, se ha aprovechado la conductividad de los canales para el rubidio con el fin de desarrollar ensayos
no invasivos. Para los canales de potasio, como son los canales dependientes del voltaje KCNQ, hERG, K,1.3 y canales
Kate, se desarrollaron ensayos clasicos de flujo de Rb* en formato de placas de microtitulacion (por ejemplo SCOTT ET
AL., Analytical Biochemistry, 319 (2003), 251-257). Para ello, las células que exprimen el canal correspondiente se
cargan primero con rubidio radiactivo. A continuacion por ejemplo se mide el efluente de rubidio radiactivo de las células
de cultivo después de una activacién precisa del correspondiente canal de potasio. Mientras tanto también es posible
utilizar en estos ensayos rubidio no radiactivo. El efluente de rubidio se oberva entonces con ayuda de espectroscopia
de absorcién atémica. El esfuerzo experimental y el coste de tales ensayos, sin embargo, son muy altos, por lo que
hasta la fecha este procedimiento no se ha generalizado. Tanto la técnica Ptach-Clamp como también los ensayos de
flujo de rubidio son adecuados en principio para buscar abridores y bloqueadores de los canales de potasio.

Sin embargo, las tecnologias mas difundidas son aquellas de ensayo basadas en células con las que se explora
opticamente el efecto de las sustancias sobre los canales de potasio con ayuda de colorantes fluorescentes especiales
(por ejemplo WHITEAKER ET AL., Journal of Biomolecular Screening, vol. 6, n°® 5, 2001). Aqui se utilizan los llamados
colorantes fluorescentes sensibles al voltaje. Estos colorantes provocan en la célula y en la membrana celular una
fluorescencia intensa, mientras que en la fase acuosa extracelular son so6lo débilmente fluorescentes. Un cambio en el
potencial de membrana conduce, con estos colorantes, a un cambio en la distribucién de las moléculas colorantes entre
la fase extracelular, la membrana celular y el interior de la célula. Por tanto, un cambio del potencial de membrana
resulta en un cambio de la intensidad de fluorescencia. Una despolarizacién del potencial de membrana conduce a un
aumento de la intensidad de fluorescencia, mientras que ésta se reduce cuando la célula se hiperpolariza. El cambio
absoluto en la intensidad de fluorescencia puede ser aqui de aproximadamente el 1-2,5% por 1 mV de modificacion del
potencial de membrana, segun el colorante y el sistema celular.

A continuacion se explica como se pueden buscar activadores con ayuda de colorantes fluorescentes sensibles al
voltaje, activadores que inciden sobre la actividad de los canales de potasio.

Ensayos “directos” del potencial de membrana para la busqueda de moduladores del canal de potasio: con este tipo de
ensayo se pueden identificar tanto bloqueadores del canal de potasio (ensayo de despolarizacion) como también
abridores del canal de potasio (ensayo de hiperpolarizacién). Para ello, la influencia de los activadores sobre el potencial
de membrana, expresando el correspondiente canal de potasio, se observa directamente. En primer lugar se incuban
las células con el colorante fluorescente y a continuacion se registra la intensidad de fluorescencia de las células antes y
después de aplicar el activador.

La Figura 1 muestra un ejemplo de curva temporal de la intensidad de fluorescencia de las células que expresan los
canales KCNQ antes y después de la aplicacién de una concentracion saturadora de XE991, un bloqueador de canal de
KCNQ conocido. Después de aplicar el bloqueador de canal de KCNQ, se puede observar un aumento en la intensidad
de fluorescencia de aproximadamente un 55%. Bloqueando los canales de KCNQ por XE991 se reduce la
permeabilidad de la membrana para los iones potasio. Segun la Ecuacion 2 arriba indicada, se reduce asi la influencia
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del potencial de equilibrio del potasio sobre el potencial de membrana celular, generandose un nuevo potencial de
membrana mas positivo. Esta despolarizacién resulta en un aumento de la intensidad de fluorescencia en las células.

Segun el tipo de canal de potasio y el sistema celular, con estos “ensayos de despolarizacién” se puede observar un
aumento de la intensidad de fluorescencia del 100 % y superior mediante la aplicacion de un bloqueador del canal de
potasio. En el caso de los canales de potasio dependientes del voltaje, como los canales KCNQ, los cambios de
fluorescencia o del potencial de membrana, sin embargo, son mas bien menores.

Los activadores que abren los canales de potasio en la membrana celular (o desplazan su dependencia del voltaje de la
activacion hacia potenciales mas negativos; los llamados “modificadores de puerta” [gating modifier]) resultan también
en una dependencia del potencial de membrana. La Figura 2 muestra, a modo de ejemplo, la curva temporal de la
intensidad de fluorescencia de las células que expresan canales de KCNQ, antes y después de la aplicacion de
retigabina, un abridor del canal de KCNQ conocido (o bien un “gating modifier”). La aplicacion de retigabina conduce a
una reduccién de la intensidad de fluorescencia de aproximadamente un 35 al 40%. La apertura de los canales de
KCNQ por la retigabina aumenta la permeabilidad de la membrana al potasio. Segun la Ecuacion 2 anterior, se aumenta
asi la influencia del potencial de equilibrio del potasio sobre el potencial de membrana celular, generdndose un nuevo
potencial de membrana mas negativo. Esta hiperpolarizacion resulta en una reduccién de la intensidad de fluorescencia
en las células.

Sin embargo, el rango dinamico de estos ensayos de hiperpolarizacion para la bisqueda de facilitadores de los canales
de potasio (por ejemplo “gate modifier”) en la mayoria de los casos no es mayor del 50% y, por tanto, es mas bien
pequefio. La razdn principal es que la magnitud de la hiperpolarizacién que puede ser provocada por los facilitadores de
canales de potasio esta limitada. El potencial de membrana puede adoptar, como méaximo, el valor del potencial de
equilibrio del potasio, por lo que la magnitud de la hiperpolarizacién queda limitada, en la mayoria de los casos, a 20-30
mV.

Ademas del rango dinamico reducido, tanto los ensayos de despolarizaciéon para bloqueadores del canal de potasio
como también los ensayos de hiperpolarizacion para los abridores de los canales de potasio (o “gating modifiers”) tienen
otras desventajas: los colorantes fluorescentes utilizados tienen tendencia a interaccionar con las sustancias de ensayo.
A menudo, el resultado son cambios de fluorescencia no especificos de los colorantes de hasta un 20% y més. Con
frecuencia, estos cambios no especificos en la fluorescencia dificilmente se distinguen de las sefiales especificas del
canal, lo que puede conducir a mdltiples resultados negativos y positivos errébneos con una exploracién de alto
rendimiento.

Por tanto, para buscar bloqueadores de los canales de potasio se utiliza principalmente un procedimiento de ensayo
“indirecto”, los llamados ensayos “ion jump” (salto iénico).

En este tipo de ensayos del potencial de membrana, que hasta ahora se han utilizado exclusivamente para la blisqueda
de bloqueadores de los canales de potasio, se determina indirectamente el efecto de las sustancias sobre los
correspondientes canales de potasio. Asi, las células que expresan el correspondiente canal de potasio se incuban
primero con un colorante fluorescente sensible al voltaje. En un segundo paso se aplican los activadores. A continuacion
se observa la intensidad de fluorescencia de las células antes y después de la aplicacion de los iones potasio al medio
extrafelular. La concentracion extracelular de los iones potasio aumenta desde 1-5 mM a 50-100 mM con la aplicacion
de K".

El aumento de la concentracion extracelular de potasio conduce a que el potencial de equilibrio para el potasio sea mas
positivo (Ecuacion 1). Debido a que el potencial de membrana de las células también viene determinado por el potencial
de equilibrio para el potasio, las células se despolarizan debido a la aplicacién de K*. La magnitud de la despolarizacion,
sin embargo, depende del alcance de la permeabilidad de la membrana para el potasio (Ecuacion 2), cuanto menor es
la permeabilidad para el potasio tanto menor es la despolarizacion y tanto menor es el cambio de fluorescencia en las
células debido a la aplicacién del K*. La permeabilidad de la membrana para el potasio se reduce cuando se bloguean
los canales de potasio. Por tanto, en presencia de un bloqueador, el aumento de la fluorescencia en las células después
de la aplicacion de K es menor si se compara con el aumento de fluorescencia en ausencia del mismo.

La Figura 3 ilustra un ejemplo de reaccion de fluorescencia en células que expresan los canales KCNQ frente a la
inyeccion de potasio al medio extracelular en ausencia y presencia de un bloqueador del canal KCNQ. En ausencia de
bloqueador del canal KCNQ (células control) de la aplicacion de potasio resulta un aumento de la intensidad de
fluorescencia de aproximadamente un 80%. Por el contrario, se puede observar que no hay aumento de la fluorescencia
después de la aplicacion de potasio en presencia de una concentracion de saturacion del bloqueador de los canales
KCNQ conocido como XE991. La diferencia de amplitud de las reacciones de fluorescencia en ausencia y presencia de
un bloqueador del canal KCNQ, esto es el rango dinamico del ensayo, en este caso es de aproximadamente un 80%.

En un ensayo “jon jump” de este tipo, las amplitudes del cambio de fluorescencia inducido por K* pueden diferenciarse
en presencia y ausencia del bloqueador en hasta un 300%, segun el tipo de canal de potasio y el sistema celular.
Debido a este rango dinamico principalmente amplio de las grandes sefiales de fluorescencia y de la buena
reproductibilidad, los ensayos “ion jump” se utilizan desde hace afios de forma generalizada para buscar bloqueadores
de los canales de potasio (por ejemplo FALCONER ET Al., Journal of Biomolecular Screening, Vol. 7, n® 5, 2002,
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WOLFF ET AL., Journal of Biomolecular Screening 8(5) 2003). Hasta la fecha no se han utilizado para la basqueda de
abridores de los canales de potasio. Tampoco se conocia hasta la fecha el efecto de los abridores de los canales de
potasio en estos ensayos “ion jump”.

En referencia a los ensayos “ion jump” arriba descritos, se trata de ensayos robustos y bien establecidos para encontrar
blogueadores de los canales de potasio, es decir compuestos que bloquean o cierran los canales de potasio.

Por el contrario, solo existen ensayos de hiperpolarizacion, en la mayoria de los casos poco satisfactorios y no fiables,
para buscar compuestos que abran los canales de iones, en particular los canales de potasio (los denominados
abridores de canal o agonistas o también “gating modifier”). En contraposicion a los ensayos de bloqueadores “ion jump”
robustos y establecidos arriba descritos, los ensayos de potencial de membrana conocidos hasta la fecha para buscar
abridores de canal, particularmente para los canales de potasio dependientes del voltaje, como son los canales KCNQ,
estan claramente limitados. Habitualmente el rango dinamico, la fiabilidad y la reproducibilidad son reducidos. Para
buscar abridores de canal se utilizan hasta la fecha exclusivamente ensayos de hiperpolarizacién (por ejemplo
WHITEAKER ET AL., Journal of Biomolecular Screening, Vol. 6, n° 5, 2001; GOPALAKRISHNAN ET AL., The Journal of
Pharmacoloy and Experimental Therapeutics, vol. 303, n°® 1 (2002), pag. 379-386 y British Journal of Pharmacology
(2004) 143, 81-90).

Estos ensayos sdélo proporcionan, sobre todo en el caso de los canales de potasio dependientes del voltaje, ventanas de
medida muy pequefias (rango dinamico pequefio). La ventana de medida pequefia depende de las caracteristicas
biofisicas de los canales: las células de cultivo, por ejemplo células CHO 6 HEK, habitualmente tienen un potencial de
membrana de aproximadamente -20 a -40 mV, lejos del potencial de equilibrio del potasio. La razén es que estas
células apenas expresan las conductividades propias del potasio. El potencial de membrana de estas células, por tanto,
apenas se ve influenciado por el potencial de equilibrio del potasio.

Con la expresion heteréloga de un canal de potasio dependiente del voltaje se modifica el potencial de membrana de las
células en cultivo. La actividad basal de los canales dependientes del voltaje resulta en un desplazamiento del potencial
de membrana en direccion del potencial de equilibrio del potasio — el potencial de membrana se vuelve mas negativo.
Sin embargo, esta hiperpolarizacion es autolimitadora, puesto que los canales se cierran de nuevo por la
hiperpolarizacion. Por tanto, se produce un nuevo estado de equilibrio. En el caso de las células CHO y HEK, la
expresion de un canal de potasio dependiente del voltaje resulta en un potencial de membrana de aproximadamente -60
a-70 mv.

Si ahora se activan los canales mediante un abridor del canal de potasio, el potencial de membrana se desplaza aun
mas en direccion del potencial de equilibrio del potasio, aproximadamente -90 mV. El potencial de membrana puede no
llegar a ser aqui mas negativo que el potencial de equilibrio del potasio. Puesto que las células ya tienen un potencial de
membrana de aproximadamente -60 a -70 mV debido a la actividad basal de los canales de potasio, la amplitud de la
hiperpolarizacion inducida por los abridores de canal queda limitada en 20 a 30 mV.

Puesto que en los ensayos de hiperpolarizacion utilizados hasta la fecha para los canales de potasio dependientes del
voltaje se observa exactamente esta hiperpolarizacion inducida por los abridores del canal de manera directa con ayuda
de colorantes fluorescentes sensibles al voltaje, la amplitud de la reaccion de fluorescencia también queda limitada
correspondientemente. El rango dinamico de los ensayos de hiperpolarizacién utilizados hasta la fecha para los canales
de potasio dependientes del voltaje es, por tanto, reducido, lo que hasta ahora ha dificultado un andlisis fiable efecto-
estructura.

En los canales no dependientes del voltaje, por ejemplo los canales Karp 0 también algunos canales de potasio
activados por calcio, el rango dinamico de los ensayos de hiperpolarizacién en la mayoria de los casos es algo mayor,
ya gue estos canales tienen una actividad basal reducida en ausencia de un abridor de canales y, por ello, el potencial
de membrana de las células es mas positivo en ausencia de dicho abridor.

El pequefio rango dinamico de los ensayos de hiperpolarizacion para los abridores del canal de potasio y también las
frecuentes interacciones no especificas colorante-abridor pueden impedir el andlisis fiable estructura-efecto de los
abridores o conducir a resultados poco satisfactorios. Por tanto, existe la necesidad de ensayos para abridores de los
canales de potasio, en particular dependientes del voltaje.

Por tanto, el objeto de la invencion es proporcionar un procedimiento con el que se puedan encontrar de modo sencillo y
fiable abridores de los canales de potasio. El procedimiento debe ser rapido, eficiente y altamente sensible y ha de ser
universalmente adecuado para el ensayo de cualquier canal de potasio dependiente del voltaje en estos compuestos de
apertura. Por otro lado, el procedimiento debe ser adecuado para ensayar la capacidad de cualquier compuesto para
abrir un canal de potasio dependiente del voltaje. Ademas, el procedimiento debe tener un ratio de acierto falso positivo
bajo, llegar a pocos resultados falsos-negativos y destacarse por su alta reproducibilidad. Por otro lado, el procedimiento
también debe ser adecuado tanto para su utilizacién a nivel de laboratorio como en una exploracion de alto rendimiento
(high throughput Screening, HTS) y para la automatizacion. El procedimiento ha de ser, ademas, barato, no
constituyendo una carga innecesaria al entorno, por ejemplo debido a productos quimicos radiactivos o toxicos.
Preferentemente, el procedimiento es adecuado para la blisqueda de abridores de los canales de potasio dependientes
del voltaje.
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Sorprendentemente se ha descubierto ahora que el principio de medida de los ensayos “ion jump” se puede aplicar con
éxito, siendo altamente sensible, para la identificacion de compuestos que abren los canales de potasio o “gating
modifiers” que influyen sobre la dependencia del voltaje de los canales de potasio activados por voltaje. Un “gating
modifier” actia como abridor del canal de potasio si la dependencia del voltaje de los canales de potasio o el voltaje de
activacion semimaximo se desplaza hacia potenciales mas negativos. Ademas, se ha descubierto que, con una
modificacion del principio de medida “ion jump”, se puede establecer un nuevo ensayo con el que averiguar de modo
sencillo y efectivo la actividad de un compuesto diana, la actividad agonista, es decir si abre o modifica la dependencia
del voltaje de la activacion, sobre un canal de potasio. Se ha descubierto que este formato de ensayo de alta
sensibilidad es adecuado para la identificacién y caracterizacién precisas de abridores de los canales de potasio.
Ademés se ha descubierto que el principio de medida de los ensayos “ion jump” es especialmente apropiado para
identificar compuestos que abren los canales de potasio dependientes del voltaje.

Por tanto, la invencion se refiere a un procedimiento para identificar la actividad agonista de un compuesto diana sobre
un canal de potasio dependiente del voltaje, caracterizado porque a) se prepara una poblacion de células que expresan
un canal de potasio, b) se incuban las células de a) con un colorante fluorescente sensible al voltaje, ¢) se afiade el
compuesto diana a la mezcla de reaccion b), d) se determina un valor F; de la intensidad de fluorescencia de las
células, e) se afiaden los iones potasio en una concentracion fisiol6gicamente compatible, f) se determina un valor F» de
la intensidad de fluorescencia de las células y g) se compara la intensidad de fluorescencia F2 con la intensidad de
fluorescencia F1, calculdndose asi la actividad agonista del compuesto diana sobre el canal de potasio. Para ello,
preferentemente el calculo se realiza con F2 y F1 de la forma siguiente:

Fz_F;

x100=é§—(%)

Para averiguar si una sustancia tiene actividad agonista se puede comparar, por ejemplo AF/F con el (AF/F)¢ de las
células control. El (AF/F)x se averigua a) incubando con un colorante fluorescente una poblacion de células que
expresan el canal de potasio, b) afiadiendo a la mezcla de reaccion de a), en lugar de un compuesto diana, Unicamente
una soluciéon tampon, c) determinando un valor Fix de la intensidad de fluorescencia de las células de control, d)
afiadiendo iones potasio en una concentracion fisiolégicamente compatible, e) determinando un valor Fa de la
intensidad de fluorescencia de las células control y f) realizando el calculo con Fuk y Fik, preferentemente como sigue:

Fox = Fix | 100 < % (%)

17,4 K

Una sustancia tiene actividad agonista sobre el canal de potasio si AF/F es mayor que (AF/F), esto es

AF AF

— ) | —

F F ),

Independiente de la comparacion de AF/F con (AF/F)s, también se puede deducir la actividad agonista de un compuesto
diana si se observa un aumento de AF/F a medida que aumenta la dosificacién del compuesto diana.

La actividad agonista de un compuesto diana sobre un canal de potasio debe entenderse como cualquier actividad del
compuesto diana que abra este canal. Se trata de una actividad de apertura cuando la dependencia del voltaje de los
canales o el voltaje semimaximo de activacion se desplaza hacia potenciales mas negativos. Este concepto engloba,
por lo tanto, también a los llamados “gating modifiers”. Con el procedimiento segin la invencion se puede averiguar todo
tipo de compuestos que abren un canal de potasio, independientemente de si estos lo abren por completo o sélo en
determina medida.

Lo sorprendente es que este principio de ensayo, desconocido hasta la fecha para los abridores de canales iénicos vy,
particularmente de los canales de potasio, supera ampliamente los ensayos conocidos de hiperpolarizaciéon. El rango
dinamico de este novedoso ensayo “ion jump” alcanza, para los canales KCNQ, aproximadamente un 250%, siendo por
tanto mas de seis veces el rango dinamico de un ensayo de hiperpolarizacion, que para los canales KCNQ es sélo de
aproximadamente un 35-40%.

Este ensayo innovador para abridores de los canales de potasio es extremadamente fiable, reproducible y permite un
andlisis fiable estructura-efecto. Asi, el formato de ensayo segun la invencion para los abridores de los canales de
potasio supera a los formatos de ensayo de hiperpolarizacion utilizados hasta la fecha.
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Ademas, el ensayo segun la invencién tiene la ventaja de que con el principio de salto i6nico no se observa la
hiperpolarizacién limitada inducida por el abridor de canales. En los ensayos de salto idnico se determina mas bien la
actividad de los canales de potasio de modo indirecto a través de la dependencia potasica del potencial de membrana
del potasio. Las limitaciones de los ensayos de hiperpolarizacién utilizados hasta la fecha no son aplicables en este
caso. Por esta razon, el rango dinamico del nuevo formato de ensayo de salto iénico es mucho mayor que el de los
ensayos tradicionales, lo que permite una busqueda mas fiable y sensible de activadores, en particular abridores de los
canales de potasio sensibles al voltaje. Asi, el ensayo de nuevo desarrollo supera los formatos de ensayo utilizados
hasta la fecha, en particular en cuanto a la busqueda de abridores para los canales de potasio dependientes del voltaje.

El amplio rango dinamico del nuevo procedimiento de ensayo permite, ademas, identificacion particularmente abridores
de los canales de potasio sensibles al voltaje que sélo tienen un efecto agonista débil sobre los correspondientes
canales. Con los ensayos de hiperpolarizacion utilizados hasta la fecha, tales activadores se identifican escasamente,
puesto que el rango dinamico de estos ensayos es muy reducido.

Debido a que en el procedimiento de ensayo de la invencién para la busqueda de abridores de loa canales de potasio
se selecciona, ademds, indirectamente, con ayuda de la despolarizacién inducida por potasio, el efecto de las
sustancias sobre los canales de potasio dependientes del voltaje, se pueden despreciar las interacciones no especificas
colorante-activador, pudiendo aprovecharse basicamente el principio y las ventajas de los colorantes sensibles al
voltaje. Asi la presencia de resultados falsos-positivos y falsos-negativos se reduce en comparacion con los ensayos
tradicionales de hiperpolarizacion, consiguiéndose una mayor sensibilidad del formato de ensayo segun la invencion.

En el procedimiento segun la invencion se utilizan pasos de procedimiento ya conocidos de los ensayos de salto ionico.
Preferentemente se realizan las modificaciones del ensayo de salto i6nico indicadas a continuacion para mejorar o
aumentar la capacidad y la sensibilidad del procedimiento segun la invencion para identificar compuestos que abren un
canal de potasio dependiente del voltaje.

De acuerdo con la invencién, en primer lugar se incuba una poblacién de células que expresan el canal de potasio
dependiente del voltaje con un colorante fluorescente sensible al voltaje. Se puede utilizar cualquier poblacion de
células, siempre que expresen el canal idnico correspondiente a ensayar. Tales lineas celulares son bien conocidas por
el especialista. Como ejemplos se pueden citar lineas celulares transitorias transfectadas, lineas celulares estables,
cultivos celulares primarios y células tisulares, al igual que lineas celulares que expresan un canal de potasio de modo
enddgeno. Ejemplos de éstas Ultimas son las células F-11 6 PC-12, que expresan canales enddgenos KCNQ.

El cultivo de las células se lleva a cao de modo bien conocido y en medios de cultivo conocidos. El cultivo se realiza
segun el método conocido en el sector especializado para las células que expresan el correspondiente canal de potasio.
Por ejemplo, se cultivan las células de CHO que expresan los canales KCNQ (células ovaricas de hamster chino) en
botellas rodantes como cultivo en suspensién o como adherente en placas Petri, preferentemente en matraces de
cultivo. Preferentemente como medio nutritivo se utiliza un Medio Esencial Minimo (MEM) en una mezcla de suero fetal
de ternera. De preferencia las células se cultivan en un Medio Minimo Esencial (MEM) a Medium 22571 1x liquido
(Invitrogen) con un 10% de suero fetal de ternera (Gibco, inactivado por calor) a 37°C, con un 5% de CO y un 95% de
humedad del aire. Para el paso, se desprenden las células de forma mecénica o enzimética, preferentemente
enzimatica con tripsina, con especial preferencia de modo enzimatico con Acutasa (firma PAA). La transformacion de las
células se produce a un ritmo tal que al sembrar sobre placas de medicion se alcanza aproximadamente un 70% de
confluencia o, preferentemente, después de un régimen fijo, de division.

A continuacion se siembran las células sobre placas de medicion. Para la cosecha de las células desde las botellas de
cultivo, éstas se lavan con un tampo6n adecuado y se separan de modo mecéanico o enzimatico del material de soporte.
Preferentemente se utiliza un método enzimatico/quimico con tripsina y acido etilendiaminacético (EDTA).
Especialmente adecuado es el método de lavar las células en confluencia con un tampén 0,8-2 mM CacCly, 1-5 mM de
KCI, 1-2 mM KH2POQOg4, 0,2-1 mM MgCl,, 100-200 mM NacCl, 5-10 mM NazHPO,, 0-10 mM D-glucosa y 0-0,5 mM de un
tampodn de piruvato sédico, e incubar las células con una concentracion baja de tripsina para la disolucién durante 2 a 15
minutos, a 37°C. Especialmente adecuado es lavar las células en una confluencia del 80% con un tampé6n 0,9 mM
CaCly, 2,7 mM KCI, 1,5 mM KH2PO4, 0,5 mM MgCl,, 140 mM NaCl y 8 mM Na;HPO, e incubar las células para la
disolucion con 2 ml de acutasa (PAA) durante 15 minutos, a 37°C.

Las células separadas se resuspenden en una cantidad apropiada de nutriente, preferentemente entre 5y 10 ml. La
determinacion del nimero de células se lleva a cabo en una camara de conteo o en un contador celular,
preferentemente en un contador celular CASY (sistema Schérfe). La siembra se realiza en placas de medicion de 384 ¢
96 pocillos adecuadas para la medicion de fluorescencia, preferentemente sobre placas donde el material sintético
permite una mejor adherencia de las células o que presentan un revestimiento especial para ello. De preferencia se
utilizan placas de 96 pocillos con un recubrimiento de poli-D-lisina, de poli-L-lisina, de colageno o de fibronectina.
Especial preferencia tienen las placas de 96 pocillos de Coming® CellBIND® (negras con fondo claro). Se siembran
entre 10.000 y 40.000 células por pocillo en las placas de 96 pocillos. De preferencia se siembran de 15.000 a 25.000
células por pocillo. Con particular preferencia, se siembran 20.000 células en 100 pl de medio nutriente y se incuban
durante 16-32h a 37°C, con un 5% CO y un 95% de humedad del aire. Es especialmente ventajoso incubar las células
durante 1h a temperatura ambiente antes de la incubacién a 37°C para asegurar su adherencia uniforme.
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Para las células que expresan otros canales de potasio pueden ser apropiados otros protocolos de cultivo celular que
son conocidos por el técnico especialista.

Alternativamente, también se pueden utilizar células que expresan tanto un canal de potasio como también un sensor de
voltaje éptico fluorescente basado en proteinas. Tales células son bien conocidas por el técnico especialista y tienen la
ventaja de que se puede suprimir el paso de incubacion con un colorante fluorescente sensible al voltaje. La preparacion
de estas células para el procedimiento segun la invencién puede realizarse, por ejemplo, con ayuda del protocolo arriba
descrito para las células que expresan un canal de potasio.

A continuacioén se incuban o cargan las células, si es el caso, con un colorante fluorescente sensible al voltaje.

Para la incubacion de las células se pueden utilizar diferentes colorantes fluorescentes sensibles al voltaje. Tales
colorantes son hien conocidos por el técnico del sector y se citan a continuaciéon a modo de ejemplo.

En principio, los colorantes fluorescentes sensibles al voltaje se pueden dividir en dos clases: colorantes “lentos” y
“rapidos”. Entre los colorantes “lentos” sensibles al voltaje se cuentan, por ejemplo, colorantes de carga positiva
basados en cianina o carbocianina o rodamina, o también colorantes aniénicos de oxonol, de bisoxonol o colorantes de
merocianina (por ejemplo el kit de potencial de membrana DIS-BAC»(3), DiIBAC4(3), DiIOC»(3); DisCs(3). En cuanto al kit
de producto del potencial de membrana, se trata de un producto comercial de la firma Molecular Devices Corporation.
Este kit se ofrece actualmente en dos variantes.

Variante azul: Membrane Potential Assay Kit Blue
Variante roja: Membrane Potential Assay Kit Red

En la lituratura, a este kit se le conoce también como “FLIPR Membrane Potential Dye”. Ambas variantes del kit son
adecuadas para llevar a cabo el procedimiento de ensayo segun la invencion.

Estos colorantes muestran una fluorescencia intensa en la célula y la membrana celular, mientras que en la fase
extracelular acuosa tienen una fluorescencia muy débil. Con estos colorantes de Nernst, un cambio del voltaje de
membrana (Vm) conduce a un cambio en la distribucién de las moléculas del colorante entre la fase extracelular, la
membrana celular y el interior de la célula. Con ello se puede observar un cambio en la intensidad de fluorescencia de la
célula en funcion del voltaje. Puesto que el proceso de cambio de distribucion es relativamente lento, las constantes
temporales para los cambios de la intensidad de fluorescencia son, segun el colorante, de aproximadamente 1-20
segundos. El cambio absoluto de la intensidad de fluorescencia es, con este grupo de colorantes, de aproximadamente
un 1-2,5 % por mV de cambio en el potencial de membrana.

Al tipo de colorantes “rapidos” sensibles al voltaje pertenecen, por ejemplo, los colorantes estirilo y también algunos
oxonoles (por ejemplo di-8-ANEPPS, di-4-ANEPPS, RH-421, RH-237, etc.) y también hemicianinas (por ejemplo
Aninne-3 y Aninne-6). Esas moléculas anfipaticas practicamente no emiten fluorescencia en soluciéon acuosa. Sin
embargo, se acumulan en la membrana celular y muestran alli una fuerte fluorescencia. Un cambio de V, conduce, en
los colorantes electrocromicos (por ejemplo colorantes estirilo), a un cambio en la distribuciéon electrénica en la
molécula del colorante (llamado cambio “stark shift”). Asi, se desplaza el espectro fluorescente de los colorantes. Otros
colorantes “rapidos” (por ejemplo algunos oxonoles) modifican su posiciéon en la membrana en funcién del voltaje, lo que
también resulta en un cambio de las caracteristicas espectrales. Las constantes temporales para este proceso son
inferiores a un milisegundo. El desplazamiento del espectro en funcién del voltaje es muy pequefio. Por esta razon,
incluso con una seleccién 6ptima del filtro, s6lo se puede detectar un cambio pequefio (aprox. 0,1% por 1 mV) de la
intensidad de fluorescencia.

Para los ensayos HTS, ademas, también son interesantes segun la invencién combinaciones innovadoras de colorantes
donde, en funcién del voltaje, se produce una transferencia de Foster de energia de resonancia. Desde hace algun
tiempo se pueden obtener de las compafiias Invitrogen y Axion tales sistemas colorantes para detectar el potencial de
membrana. Puesto que estos sistemas FRET se basan en colorantes “lentos”, la sensibilidad oscila en el orden de
magnitud de la de los colorantes lentos.

Ademas de los colorantes aqui descritos, también existen ejemplos para sensores de voltaje basados en proteinas, por
ejemplo las llamadas proteinas Flash, Flare, SPARC y VSFP-1. Tales “sondas sensibles al voltaje de proteinas
fluorescentes” (sensores de voltaje FP) podrian sustituir en el futuro a los colorantes utilizados hasta la fecha. En
principio, estos sensores de voltaje son adecuados para el procedimiento segun la invencién. Estos sensores de voltaje
opticos fluorescentes basados en proteinas también son expresados por la célula, que también expresa el canal de
potasio.

Especialmente adecuados para el sistema de ensayo segun la invencion son los colorantes del grupo de los colorantes
“rapidos” sensibles al voltaje, por ejemplo colorantes estirilo (colorantes ANEPPS), colorantes oxonol (por ejemplo
RH421) y colorantes de hemicianina (colorantes ANINNE). También son especialmente adecuados para el formato de
ensayo seguln la invencién los sensores de voltaje basados en proteinas, por ejemplo proteinas Flash, Flare, SPARC y
VSFP-1, con los cuales las células, que expresan el correspondiente canal de potasio, se transfectan de forma
transitoria o estable.
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Preferentemente, para el ensayo segun la invencién se utilizan combinaciones de colorantes basados en FRET, en
colorantes “lentos”, por ejemplo en los comercializados por las firmas Invitrogen o Axion. Un sistema colorante en base
a FRET de la firma Invitrogen se puede obtener en el mercado como “Voltaje Sensor Probes” (“VSP”). Este contiene los
colorantes DisBAC(3) 6 DisBAC4(3), asi como el fosfolipido de cumarina unido a membrana “CC2-DMPE”. También es
especialmente adecuado el sistema colorante a base de FRET de la firma Axion Bioscience, que contiene la
combinacion de colorantes DisBAC,(3)/DisBAC:(5). También existen otros sistemas de colorantes FRET adecuados
para el sistema de ensayo.

Con especial preferencia se utilizan colorantes del grupo de los colorantes fluorescentes “lentos” sensibles al voltaje, por
ejemplo el Kit de Potencial de Membrana o colorantes DiISBAC(3), DIBAC4(3), DIOC,(3), DisC3(3), DisCs(5).

Preferentemente, en el formato de ensayo segun la invenciéon se seleccionan las modificaciones del potencial de
membrana con ayuda de los cambios en la intensidad de fluorescencia de los colorantes sensibles al voltaje. Sin
embargo, también es posible utilizar como pardmetro de medicidn, en lugar de la intensidad de fluorescencia, un cambio
dependiente del voltaje de la vida de fluorescencia de los colorantes o las proteinas fluorescentes.

El técnico en la materia conoce de qué modo se incuban células que expresan el canal de potasio de forma adecuada
con un colorante fluorescente sensible al voltaje. El tiempo de incubacion, las condiciones de incubacién y las
proporciones células/colorante fluorescente dependen en gran medida del colorante correspondiente utilizado en cada
caso y pueden averiguarse facilmente mediante sencillos ensayos de rutina.

Las formas de realizacion son ilustrativas de las realizaciones preferentes de la invencion.

Por ejemplo, para cargar células CHO que expresan los canales KCNQ con un colorante sensible al voltaje, en primer
lugar éstas se retiran del medio nutriente en el que se cultivaron.

A continuacion, se lavan con un tampén apropiado. Después las células se recubren con el colorante disuelto en el
tampodn y se incuban durante 2 minutos a 1,5 horas. El colorante se selecciona de entre los colorantes arriba indicados.
Preferentemente deberian incubarse las células con el colorante durante 30 a 45 minutos. Se consiguen resultados
especialmente buenos si se incuban las células durante 45 minutos.

Como tampon es adecuado una solucion de 0,8-4 mM CaCl,, 0-100 mM HEPES, 0,5-10 mM KCI, 0-2 mM KH2PO,, 0,4-4
mM MgClz, 0-1 mM MgSO,, 100-200 mM NacCl, 0-40 mM NaHCO3, 0-10 mM Na;HPO,4, 0-20 mM D-glucosa, 0-0,05 mM
rojo de fenol y 0-0,5 mM piruvato sédico. Es especialmente adecuado un tampén 1-2 mM CacCl,, 0,5-6 mM KCl, 0,5-2
mM MgClz, 0,2-0,5 mM MgSO4, 100-150 mM NacCl, 2-5 mM NaHCOs3, 0,2-0,5 mM NazHPO4, 5-10 mM D-glucosa y 5-15
mM HEPES.

Especialmente ventajoso es el lavado de las células con 200 ul de una solucién extracelular (ES; 120 mM NaCl, 1 mM
KCI, 10 mM HEPES, 2 mM CacClz, 2 mM MgClz, 10 mM glucosa; pH 7,4) y su incubaciéon con 100 pl de una solucién
colorante (Kit de Ensayo de Potencial de Membrana de 1 vial, rojo disuelto en 200 ml de una solucion ES) durante 45
minutos a temperatura ambiente.

El protocolo explicado arriba a modo de ejemplo para la incubacién de las células que expresan los canales de potasio
con un colorante fluorescente puede ser adaptado directamente por el técnico de forma en si conocida o mediante
ensayos sencillos de rutina a las células utilizadas y al colorante empleado.

A continuacion, se aflade a la mezcla de reaccién el compuesto diana a ensayar. El compuesto diana se afiade disuelto
en un disolvente adecuado. La cantidad de compuesto diana depende del canal de iones de potasio a ensayar.

Después de incubar con el colorante, se afiade la sustancia de ensayo en una solucién tampén adecuada a un
porcentaje fisiologicamente compatible disolvente/vehiculo, incubandose durante aproximadamente 1 minuto a 2,5
horas. El tiempo de incubacion depende del tipo del canal de iones de potasio a ensayar. Los tiempos de incubacion
preferidos oscilan entre 15 minutos y 1,5 horas. Con especial preferencia, se incuban las células con la sustancia
durante 30 minutos. La concentracion de iones de potasio afiadidos oscila entre 10 mM hasta 150 mM (concentracion
final de la solucidn de KCI), preferentemente de 80 mM hasta 120 mM, en particular entre 90 mM y 100 mM de KCI.

Antes de la adicion de los iones potasio, se determina el valor F; de la intensidad de fluorescencia en las células. La
determinacion de la intensidad de fluorescencia se realiza de forma en si conocida, por ejemplo con una camara CCD o
un fotomultiplicador.

Las medidas pueden realizarse con cualquier lector de fluorescencia comercial; especialmente adecuados son BMG-
Typ Fluostar 6 BMG-Typ Polarstar o Molecular Devices Flex. La fluorescencia se activa a 525 nm y se detecta a 560
nm.

A continuacién se determina de nuevo la intensidad de fluorescencia de las células.

La determinacion del valor de fluorescencia F» se realiza en un momento constante después de la despolarizacion de
KCI, preferentemente en el momento del maximo de la despolarizacion de KCI. El valor AF/F de la correspondiente
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sustancia de ensayo se averigua utilizando el valor F, en el pocillo de la sustancia y el valor de fluorescencia en un
momento fijado e idéntico para todas las sustancias de la linea base del pocillo de sustancia (F1):

528 100 =2E o)
K F

1

A este valor AF/F especifico de la sustancia se le resta el valor medio de los valores (AF/F)c de control del vehiculo,
registrandose asi el rango dinamico especifico de la sustancia (con la unidad en porcentaje). Este valor se puede
identificar entonces como parte del efecto (rango dinamico) de una sustancia de referencia relevante para la proteina de
destino.

Una sustancia tiene actividad agonista sobre el canal de potasio cuando AF/F es mayor que (AF/F)x:

5 (5
F F ),

Para distinguir una actividad agonista verdadera de una dispersién normal de los valores de medicion, se aplica que,
normalmente, se puede deducir la actividad agonista sélo si se cumple la siguiente condicion:

NNICapes
F'IUF ),

esto es AF/F estd situado fuera del intervalo 3o para las células control, donde “o0” es la desviacion estandar de (AF/F)x.

En el caso de los canales KCNQ, preferentemente se determina la intensidad de fluorescencia después de
aproximadamente 60 s. Sin embargo, el momento de determinar la intensidad de fluorescencia puede ser diferente
segun el canal de potasio y el equipo de medicién. El técnico especialista puede averiguar el momento adecuado con
ayuda de sencillas pruebas de rutina. Del cociente entre la intensidad de fluorescencia medida antes de la adicion de los
iones, para los que el canal i6nico es permeable, y la medida después de la adicion de estos iones se obtiene
informacién sobre la actividad agonista del compuesto diana sobre el correspondiente canal idnico.

El procedimiento segun la invencién es particularmente adecuado para una exploracion de alto rendimiento (High
Throughput Screening, HTS) para un abridor de los canales de potasio. Particularmente adecuado resulta aqui el cultivo
de células en placas de 96 pocillos que se pueden seleccionar mediante los correspondientes lectores de fluorescencia.
Sin embargo, también es posible una adaptacion a placas de 384 6 1.536 pocillos y, por tanto, otro incremento del
rendimiento. Las correspondientes modificaciones son conocidas por el técnico en la materia.

Con el formato de ensayo segun la invencion se pueden identificar abridores de los canales de potasio de eficacia
elevada. La gran sensibilidad del formato de ensayo permite identificar compuestos que actdan de modo preciso sobre
canales especificos de potasio. El procedimiento segin la invencién es principalmente adecuado para la investigacion
de cualquier canal de potasio, pero especialmente de los siguientes canales de potasio: los canales de potasio
dependientes del voltaje de la familia de los canales K.

Ejemplos de los canales de potasio citados son los canales de potasio dependientes del voltaje K1.1, K,1.2, K,1.3,
Kvl.4, K\1.5,. K\1.6, K\1.7, K\1.8, K\2.1, K\2.2, K\3.1, K\3.2, K\3.3, K\3.4, K\4.1, K\4.2, K\4.3, K\5.1, K\6.1, K\6.2, K\6.3,
Kv7.1, K\7.2, K\7.3, K\7.4, K,7.5, K\8.1, K\9.1, K\9.2, K\9.3, K,10.1, K,10.2, K,11.1. K,11.2, K,11.3, K,12.1, K,12.2,
Ky12.3

Preferentemente, el procedimiento segun la invencion es adecuado para la investigacion de los canales de potasio de la
familia Ky7.x 0 KCNQ.

La invencion se refiere, ademas, a la utilizacién del ensayo del potencial de membrana de salto iénico, eventualmente
modificado, o de un ensayo con los pasos arriba indicados, para la identificacion de compuestos con una actividad
agonista sobre un canal de iones potasio, en particular sobre un canal de iones potasio dependiente del voltaje.

Las figuras adjuntas explican mas en detalle la invencion. En las figuras:

Figura 1: Efecto de XE991 sobre el potencial de membrana en células que expresan los canales KCNQ, en un
formado de ensayo de despolarizacién. Se representa la curva temporal de la intensidad de
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fluorescencia de células CHO que expresan los canales KCNQ antes y después de la aplicacion
(flecha) de un bloqueador conocido de los canales KCNQ (XE991, 60 uM).

Figura 2: Efecto de la retigabina sobre el potencial de membrana de células que expresan los canales KCNQ en
un formato de hiperpolarizacion. Se representa la evolucion de la intensidad de fluorescencia de
células CHO que expresan los canales KCNQ en funcién del tiempo antes y después de la aplicacion
(flecha) de un abridor de canales KCNQ conocido (retigabina, 30 pM).

Figura 3: Influencia de XE991 en la respuesta de fluorescencia después de la inyeccién de potasio al medio
extracelular en un formato de ensayo de salto i6nico para buscar bloqueadores de los canales de
potasio. Se representa la evolucion de la intensidad de fluorescencia de células CHO que expresan los
canales KCNQ en funcién del tiempo antes y después de la aplicacién (flecha) de 100 mM de cloruro
potasico.

Figura 4: Influencia de la retigabina sobre la respuesta de fluorescencia después de la inyeccién de potasio al
medio extracelular en el formato de ensayo de salto idnico para encontrar abridores de los canales de
potasio.

A) evolucion en funcién del tiempo de la intensidad de fluorescencia de células CHO que expresan los
canales KCNQ, antes y después de la aplicacion (flecha) de 100 mM de cloruro potasico.

B) diferencia de las evoluciones de fluorescencia en A.

Figuras 5, 6 y 7: La actividad agonista de ala retigabina (Figura 5A+B), de la sustancia A (Figura 6A+B) y de la sustancia
B (Figura 7A y B) en el formato de ensayo de salto idnico para encontrar abridores de los canales de
potasio.

A) se representa la evolucién en funcién del tiempo de la intensidad de fluorescencia de células CHO
que expresan los canales de KCNQ antes y después de la aplicacion (flecha) de 100 mM de cloruro
potésico. Se muestran las respuestas de fluorescencia de las células en presencia de diferentes
concentraciones de retigabina (Figura 5A), sustancia A (Figura 6A) y sustancia B (Figura 7A).

B) se representan los cambios porcentuales en la intensidad de fluorescencia (AF/F) después de
aplicar 100 mM de cloruro potasico, en funciéon de la concentracion de retigabina (Figura 5B),
sustancia A (Figura 6B) y sustancia B (Figura 7B).

Los siguientes ejemplos explican mas en detalle la invencion.

Ejemplo 1: Efecto de XE0O1 sobre el potencial de membrana de células que expresan los canales KCNQ en
un formato de ensayo de despolarizacion (ejemplo de referencia)

Se realiz6 un cultivo adherente, en botellas de cultivo, de células CHO (células de ovario de hamster chino) que
expresan los canales KCNQ2 y KCNQ3, en un medio nutriente [medio esencial minimo (MEM) a Medium 22571 1x
liguido (Invitrogen), 10% de suero fetal de ternero (FCS) (Gibco, inactivado por calor), incluidos antibidticos de
seleccion] a 37°C, con un 5% de Cozy un 95 % de humedad del aire. A una confluencia del 80%, se lavaron las células
con 1xDPBS sin adicién de Ca2+/Mg *y se incubaron con 2 ml de acutasa durante 15 minutos a 37°C. Las células
desprendidas de la botella de cultivo celular T75 se resuspendieron en 8 ml del medio nutriente. Después de determinar
el numero de células con un contador de células CASY, se sembraron 20.000 células/pocillo en placas de pocillos
Corning® CellBIND® 96 (negras con fondo transparente) en 100 pl del medio nutriente y se incubaron durante 24 horas
a 37°C, con un 5% CO- y una humedad del aire del 95%. Después se cargaron las células con el colorante rojo FMP de
la firma Molecular Devices. El componente A rojo del kit de ensayo del potencial de membrana en vial (MPK, Bulk-Kit)
se disolvio en 200 ml de una solucion tampén extracelular (ES; 120 mM NaCl, 1 mM KCI, 10 mM HEPES, 2 mM CaCly,
2 mM MgClz, 10 mM glucosa; pH 7,4). Para cargar las células con el colorante fluorescente sensible al voltaje se
desech6 primero el medio nutriente. A continuacion se lavaron las células con 200 pl de la sustancia tampoén ES, se
recubrieron con 100 pl de la solucién del colorante y se incubaron durante 45 minutos. Después de incubar con el
colorante, se afiadieron o 50 pl de ES (control), o, en pocillos independientes, 50 ul del bloqueador del canal KCNQ
XE991 en concentracidon de saturacién (concentracion final 60 pM) y se incubaron durante 2 horas 13 minutos con
registro simultaneo de la fluorescencia mediante el lector. Las mediciones se realizaron con un lector de fluorescencia
Fluostar o Polarstar de la firma BMG o la FlexStation de la firma Molecular Devices. La activacion se produjo a una
longitud de onda de 525 nm y la deteccién tuvo lugar a 560 nm.

En la Figura 1 se representa la evolucion temporal de la intensidad de fluorescencia de las células CHO que expresan
los canales KCNQ, antes y después de la aplicacion (flecha) de un bloqueador conocido de los canales KCNQ (XE991).

Se representa el cambio porcentual en la intensidad de fluorescencia (AF/F) referido a la intensidad promediada de
fluorescencia antes de la aplicacion de XE991. La evolucién de fluorescencia de las células control (aplicacién de la
solucién tampon ES) se resta de la sefial de fluorescencia inducida por XE991.
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Ejemplo 2: Efecto de la retigabina sobre el potencial de membrana de células que expresan los canales
KCNQ en un formato de ensayo de hiperpolarizacion (ejemplo de comparacion)

La siembra de las células sobre placas de ensayo y la carga con el colorante se realizaron exactamente igual al método
descrito en el Ejemplo 1. Las mediciones se realizaron en un lector de fluorescencia Fluostar o Polarstar de la firma
MMG o la FlexStation de la firma Molecular Devices. La activacion se produjo a una longitud de onda de 525 nm y la
deteccién a 560 nm. Después de la incubacién con colorante, se realizé durante 5 minutos la captacion de la linea base.
A continuacion, se afiadieron o 50 pl de sustancia tampén ES (control) o 50 ul del agonista de KCNQ retigabina (30 uM)
y se registré durante 7,5 minutos la fluorescencia con el lector adecuado.

En la Figura 2 se representa la evolucién en funcién del tiempo de la intensidad de fluorescencia de las células CHO
gue expresan los canales de KCNQ antes y después de la aplicacion (flecha) del abridor conocido de canales de KCNQ
(retigabina, 30 pM). Se muestra el cambio porcentual en la intensidad de fluorescencia (AF/F) referido a la intensidad
promediada de fluorescencia antes de aplicar retigabina. La evolucion de la fluorescencia de las células de control
(aplicacién de la solucidon tampén) se resté de la sefal de fluorescencia inducida por retigabina.

Ejemplo 3: Influencia de XE991 en la respuesta de fluorescencia después de la inyeccién de potasio al
medio extracelular en un formato de ensayo de salto iénico para buscar bloqueadores de los canales de potasio

La siembra de células que expresan KCNQ en placas de ensayo, la carga con el colorante y los equipos de medicién a
utilizar, asi como la longitud de onda a ajustar son segun el Ejemplo 1. Se afiadieron 50 pl del tampén ES (control) 6 50
pl del blogueador de KCNQ XE991 (60 pM) a diferentes pocillos de una placa con las células que expresan KCNQ y se
incubaron durante 30 minutos. Se registré entonces, en el lector de fluorescencia, la linea base durante 3-4 minutos y se
midieron los valores de fluorescencia durante 10 minutos después de la inyeccion de 15 pl de una solucién de KCI
(concentracion final 91,8 mM) en cada pocillo.

En la Figura 3 se representa la evolucion en funcion del tiempo de la intensidad de fluorescencia de las células CHO
gue expresan los canales de KCNQ antes y después de la aplicacién (flecha) de 91,8 mM de cloruro potasico. Se
muestran las respuestas de fluorescencia de las células en ausencia (A) y presencia (m) del bloqueador de canal KCNQ
XE991 (60 pM). Se muestra el cambio porcentual de la intensidad de fluorescencia (AF/F) referido a la intensidad
promediada de fluorescencia antes de aplicar el potasio.

Ejemplo 4: Influencia de la retigabina en la respuesta de fluorescencia después de la inyeccidn de potasio
al medio extracelular en un formato de ensayo de salto i6nico para encontrar abridores de los canales de
potasio

El ensayo se realizd segun el Ejemplo 3. Sin embargo, aqui se afiadieron o 50 pl de la sustancia tampén ES (control) o
50 ul del agonista de KCNQ retigabina (30 um) a pocillos definidos de una placa sembrada con células que expresan
KCNQ y se incubaron durante 30 minutos. A continuacion se registré durante 5 minutos en el lector de fluorescencia la
linea base y midieron los valores de fluorescencia durante 20 minutos después de inyectar 15 pl de una solucién de KCI
(concentracion final 91,8 mM) en cada cavidad de la placa. El resultado se muestra en la Figura 4.

Figura 4A): Representa la evolucién en funcion del tiempo de la intensidad de fluorescencia de células CHO que
expresan canales KCNQ antes y después de la aplicacion (flecha) de 91,8 mM de cloruro potasico. Se muestran las
respuestas de fluorescencia de las células en ausencia (A) y en presencia (m) del abridor de canales KCN retigabina (30
puM). Se representa la modificacion porcentual de la intensidad de fluorescencia (AF/F) referida a la intensidad
promediada de fluorescencia antes de la aplicacién de potasio.

Figura 4B): representa la diferencia en las evoluciones de fluorescencia en A. El desarrollo de la fluorescencia en
ausencia de retigabina se resté del desarrollo de fluorescencia en ausencia de retigabina.

Ejemplo 5: Actividad agonista de la retigabina, la sustancia A y la sustancia B en el formato de ensayo de
salto i6nico para encontrar abridores de los canales de potasio

Para este experimento se prepard un cultivo adherente de células CHO (células de ovario de hamster chino) que
expresan los canales KCNQ2 y KCNQ3 en un medio nutriente [Medio Esencial Minimo (MEM) a Medium 22571 1x
liquido (Invitrogen), 10% de suero de ternera fetal (FCS) (Gibco, inactivado por calor), incluidos antibidticos de
seleccién] a 37°C, con un 5% CO, y humedad del aire del 95%, en botellas de cultivo celular. A una confluencia del
80%, se lavaron las células con 1xDPBS sin adicién de CaZVMg2+ y se incubaron con 2 ml de acutasa durante 15
minutos a 37°C. Las células desprendidas de la botella de cultivo celular T75 se resuspendieron en 8 ml del medio
nutriente. Después de determinar el nimero de células con un contador de células CASY, se sembraron 20.000
células/pocillo en placas de 96 pocillos de Corning® CellBIND® (negras con fondo transparente) con 100 pl de medio
nutriente y se incubaron durante 24 horas a 37°C, con un 5% de CO; y una humedad del aire del 95%. Después se
cargaron las células con el colorante rojo FMP de la firma Molecular Devices. El componente A rojo de un kit de ensayo
de potencial de membrana (MPK, Bulk-kit) se disolvié en 200 ml con una solucién tampén extracelular (ES; 120 mM
NaCl, 1 mM KCI, 10 mM HEPES, 2 mM CaCl,, 2 mM MgCl,, 10 mM glucosa; pH 7,4). Para cargar las células con el
colorante fluorescente sensible al voltaje se desechd primero el medio nutriente. Las células se lavaron después con
200 pl de la solucion tamp6én ES y a continuacién se recubrieron con 100 pl de la solucién del colorante y se incubaron
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durante 45 minutos. Después de la incubacién con el colorante, se afiadieron a pocillos determinados de la placa de
ensayo o hien 50 pl de la solucién tampoén ES (control) o bien 50 ul del agonista KCNQ retigabina, la sustancia A o la
sustancia B y se encubaron durante 30 minutos. Las concentraciones finales en la mezcla del abridor KCNQ aqui
utilizado son de 0,0625, 0,625, 0,125, 1,25, 2,5, 5y 10 uM. A continuacioén se registré con el lector de fluorescencia la
linea base durante 4-5 minutos, seguido de una inyeccion de 15 pl de una solucién de KCI (concentracion final 91,8
mM) en cada cavidad de la placa e, inmediatamente después, se midi6 con el lector durante los siguientes 15 minutos.
Las mediciones se realizaron con un lector de fluorescencia Fluostar o Polarstar de la firma MB o la FlexStation de la
firma Molecular Devices. La activacion se produjo a una longitud de onda de 525 nm y la deteccion a 560 nm.

Los resultados se muestran en las Figuras 5A + B, 6A + By 7A + B.

A) Se representa la evolucién en funcion del tiempo de la intensidad de fluorescencia de las células CHO que
expresan los canales KCNQ antes y después de la aplicacion (flecha) de 91,8 mM de cloruro potasico. Se
muestran las respuestas fluorescentes de las células en presencia de diferentes concentraciones de retigabina
(Figura 5A), sustancia A (Figura 6A) y sustancia B (Figura 7A). Las células se incubaron en cada caso con el kit
de potencial de membrana (Molecular Devices). Se representa en cada caso el cambio porcentual de la
intensidad de fluorescencia (AF/F) referido a la intensidad fluorescente antes de la aplicacion de potasio. El
desarrollo de la fluorescencia en las células de control, a las que no se aplicé ningun activador, se resto de los
desarrollos de fluorescencia representados.

B) Se representan los cambios porcentuales en la intensidad de fluorescencia (AF/F) después de la aplicacion
de 91,8 mM de cloruro potasico, en funcion de la concentracion de retigabina (Figura 5B), sustancia A (Figura
6B) y sustancia B (Figura 7B). Se resté el AF/F para las células de control (en ausencia del activador). Se
adaptd una curva dosis-respuesta a los puntos de datos con ayuda de la ecuacion de Hill y se averiguaron los
valores EC50 asi indicados para la actividad agonista.

Ejemplo 6: Prueba de los agonistas de KCNQ

La siguiente prueba describe un protocolo preferente con el que se pueden investigar los canales de potasio sensibles al
voltaje (representado con el ejemplo de los canales de KCNQ) con vistas a encontrar abridores del canal. Con este
protocolo se pueden ensayar todos los tipos de abridores de canales de potasio o sus agonistas. Para este fin se
pueden utilizar los colorantes fluorescentes arriba indicados.

Para cultivar las células CHO (células de ovario del hamster chino) que expresan los canales KCNQ, éstas se cultivan
adherentemente en Medio Esencial Minimo (MEM) a Medium 22571 1x liquido (Invitrogen) con 10% de suero fetal de
ternera (FCS) (Gibco, inactivado por calor) y antibidticos de seleccién a 37°C, con un 5% de CO; y una humedad del
aire del 95%. Para este fin se utilizan TC Flask 80 cm? (Nunc) como botellas de cultivo celular.

Se disponen las células retirando primero el medio de cultivo y lavandolas a continuaciéon con una soluciéon tampén 0,9
mM CaCly, 2,7 mM KCI, 1,5 mM KH;PQO4, 0,5 mM MgClz, 140 mM NaCl y 8 mM NaxHPO.. Para desprender las células
de la botella de cultivo, se afiadieron 2 ml de acutasa (PAA Laboratories). Se incubaron durante 15 minutos a 37°C
desprendiéndose las células. Las células se sueltan del fondo de las botellas de cultivo celular dando un golpe con la
mano plana sobre el borde del recipiente de cultivo.

La determinacion del nimero de células presentes se realizé con un equipo contador de células CASY modelo TCC
(sistema Schérfe). Se sembraron las células en nuevos recipientes de cultivo con 20 ml del medio. Se sembraron las
siguientes cantidades de células (A = dia de la siembra de células, E = dia de la cosecha de células): A: lunes — E:
jueves — células 4-105; A: lunes — E: viernes — células 3-105; A: jueves — E: lunes — células 3-105; A: viernes — E.
martes — células 3-10°: A: viernes — E: miércoles — células 2-10°.

Para la siembra de las células en placas de 96 pocillos, éstas se lavaron segin se describe mas arriba y se
desprendieron del recipiente de cultivo. Después de determinar el nimero de células presentes, se sembraron 20.000
células/pocillo en placas de 96 pocillos Corning® CellBIND® (negras con fondo transparente) con 100 ul del medio
nutriente descrito y se incubaron durante 1 hora a temperatura ambiente sin aporte de gas o regulacion de la humedad
del aire y durante 24 horas a 37°C, con un 5% CO; y una humedad del aire del 95%.

Para cargar las células con el colorante fluorescente sensible al voltaje utilizado, se disolviéo un componente rojo A de un
kit de ensayo de potencial de membrana de vial (MPK, Bulk-Kit) en 200 ml de una solucién extracelular (ES; 120 mM
NaCl, 1 mM KCI, 10 mM HEPES, 2 mM CacCl,, 2 mM MgClz, 10 mM glucosa; pH 7,4). Se desechd el medio nutriente
que cubria las células. Se lavaron con 200 pl de la solucién tamp6n ES, a continuacién se recubrieron con 100 pl de la
solucién colorante y se incubaron en oscuridad durante 45 minutos a temperatura ambiente sin aporte de gas ni
regulacion de la humedad del aire.

Las mediciones de fluorescencia se realizaron con un lector de fluorescencia Fluostar (BMG). La fluorescencia se activa
a 525 nm y se detecta a 560 nm. Después de la incubacion con el colorante, se afiadio la sustancia a ensayar con la
concentracion deseada a 50 ul volumen o al control de 50 ul ES y se incub6 durante 30 minutos. A continuacién se
registré durante 5 minutos la intensidad de fluorescencia del colorante en los pocillos. Después se afiadié una segunda
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inyeccion de 15 pl de una solucién de KCI de 100 mM (concentracion final 91,8 mM). El cambio de la fluorescencia se
observé durante 340 minutos para obtener todos valores relevantes de medicion.
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REIVINDICACIONES

Procedimiento para la identificacién de la actividad agonista de un compuesto diana sobre un canal de potasio
dependiente del voltaje, caracterizado porque

se prepara una poblacion de células que expresan dicho canal de potasio;
se incuban las células de a) con un colorante fluorescente sensible al voltaje;
se afiade el compuesto diana a la mezcla de reaccién de b);

se determina un valor F1 de la intensidad de fluorescencia de las células;

se afiaden iones potasio en una concentracion fisiologicamente compatible;
se determina un valor F2 de la intensidad de fluorescencia de las células;

se compara la intensidad de fluorescencia F2 con la intensidad de fluorescencia F1 y se averigua la actividad
agonista del compuesto diana sobre el canal de potasio.

Procedimiento segun la reivindicacién 1, caracterizado porque la poblacion de células que expresan un canal
de potasio, expresan ademas un sensor de voltaje Optico fluorescente basado en proteinas, el paso b) se
suprime y se afiade el compuesto diana a la mezcla de reaccién de a).

Procedimiento segun la reivindicacion 1 6 2, caracterizado porque se selecciona el canal de potasio
dependiente del voltaje de la familia de los canales Ky.

Procedimiento segun la reivindicacion 3, caracterizado porque el canal de potasio dependiente del voltaje de la
familia de los canales Ky es un canal de la familia Ky7.x 0 KCNQ.

Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, caracterizado porque la poblacion de células que
expresan el canal de potasio se selecciona de entre células transitorias transfectadas, lineas de células
estables, cultivos de células primarias o células de tejido o células que expresan un canal de potasio de modo
endogeno.

Procedimiento segun una de las reivindicaciones 1 a 5, caracterizado porque el colorante fluorescente es un
colorante fluorescente sensible al voltaje.

Procedimiento segun la reivindicacion 6, caracterizado porque el colorante fluorescente sensible al voltaje se
selecciona entre colorantes lentos o rapidos, combinaciones de colorantes basados en FRET o sensores de
voltaje opticos fluorescentes basados en proteinas.

Procedimiento segun la reivindicacion 7, caracterizado porque el colorante fluorescente sensible al voltaje es
un colorante réapido sensible al voltaje seleccionado de entre colorantes de estirilo, colorantes de oxonol o
colorantes de hemicianina.

Procedimiento segun la reivindicacion 8, caracterizado porque el colorante sensible al voltaje es un colorante
fluorescente sensible al voltaje lento seleccionado de entre Dis BAC»(3), Di BAC4(3), Di OC»(3), Dis Cs(3), Dis
C3(5), sistemas de colorantes basados en FRET que contienen Dis BAC2(3) 6 Dis BAC4(3) y el fosfolipido unido
a membrana cumarina CC,-DM PE o que contiene Dis BAC,(3)/Dis BACy(5), colorantes de carbocianina,
colorantes de rodamina, colorantes de oxonol y bisoxonol o colorantes de merocianina.

Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, caracterizado porque el procedimiento esta
adaptado a una utilizaciéon con exploracién de alto rendimiento.
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Figura 5B
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Figura 6B
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