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DESCRIPCION
Método de ensayo de una sustancia capaz de cambiar el potencial de membrana mitocondrial
Campo técnico

La presente invencion se refiere a un método de ensayo de una sustancia capaz de cambiar el potencial de
membrana mitocondrial. Alternativamente, se refiere a un método de ensayo de una sustancia que inhibe la entrada
de calcio en las mitocondrias. Mas concretamente, la presente invencion se refiere a un método de ensayo de un
abridor del canal de K* sensible a ATP (canal de K" sensible a ATP mitocondrial, denominado en lo sucesivo canal
mito Katp) en la membrana mitocondrial interna.

Técnica anterior

Se sabe que el canal de K+ sensible a ATP de la membrana celular (denominado en lo sucesivo, canal sarcKarp)
esta presente en la membrana celular del miocardio, la membrana celular del musculo liso y la membrana de las
células B pancreaticas, y regula la concentracion de calcio en el citoplasma (véase la referencia no de patente 1).
Convencionalmente, los abridores del canal Kare en la membrana celular del miocardio y de la membrana celular del
musculo liso se han estudiado como farmacos terapéuticos para la angina de pecho y la hipertension. El bloqueador
del canal Katp de la membrana celular B-pancreatica se ha comercializado como un farmaco terapéutico para la
diabetes.

En los Ultimos afios, se ha sido farmacolégicamente vy fisioldgicamente que el canal mitoKare esta presente y se
puede prevenir la lesion isquémica de las células mediante la apertura del canal (véase la referencia no de patente
2).

Durante la isquemia, en la célula, la actividad Na/K ATPasa en la membrana celular disminuye debido al cese de la
produccion de energia, y aumenta la concentracion intracelular de Na. Tras la reperfusion del flujo sanguineo, el Na
intracelular que aumenta durante la isquemia es intercambiado por Ca extracelular para aumentar el Ca intracelular.
El influjo de Ca en la mitocondria aumenta la concentracion de Ca intramitocondrial y despolariza la membrana
mitocondrial interna. Por otra parte, las especies reactivas del oxigeno producidas por reperfusién también
promueven la despolarizacién de la membrana mitocondrial interna.

Cuando el canal mitoKATP se abre previamente, se puede inhibir el influjo de Ca a la mitocondria durante la
reperfusion, y también se inhibe la despolarizacion de la membrana mitocondrial interna (véase la referencia no de
patente 3).

Para el estudio de la relacion entre la accion de apertura del canal mitoKare y la patologia, se conocen generalmente
(1) un método de ensayo que utiliza una linea celular tal como células Girardi, células PC12, células SHSY-5Y,
celulas de neuroblastoma humano, células de musculo cardiaco de rata cultivadas primarias y similares, (2) un
método de ensayo que utiliza mitocondrias aisladas de una célula mediante centrifugacion, (3) un método basado en
el ensayo del efecto sobre el corazén aislado y similares.

Ademas, se ha informado sobre el siguiente método de ensayo utilizando células Girardi (GIRARDI HEART: ECACC
Num. 9312082).

(1) Se sembraron células Girardi en una placa de cultivo de 24 pocillos, se afiadieron adenosina o diazéxido (abridor
del canal de mitoKarp), las células se cultivaron durante 3 horas en un medio de cultivo acidulado que contenia un
inhibidor del metabolismo y similares, en condiciones de bajo contenido de oxigeno para reproducir un estado de
isquemia, y se cultivaron adicionalmente durante 1 hora en un medio de cultivo normal a una concentracién de
oxigeno normal. Por lo tanto, para evaluar el nivel de la apoptosis, se afiadié un indicador de muerte celular Pl
(yoduro de propidio), y las células se trataron con tripsina y EDTA para ponerlas en flotaciéon. Se midio la
fluorescencia a 565-640 nm emitida por las células muertas que habian incorporado PI por citometria de flujo, y se
determiné la distribucion del numero de células. Ademas, sin el tratamiento de las células con Pl y tripsina, se midid
la concentracion de acido lactico deshidrogenasa en el sobrenadante del cultivo. Como resultado, la adenosina
inhibid fuertemente la apoptosis, y quedo claro que el efecto derivaba de la accion de apertura del canal de mitoKate
a través de la activacion del sistema de la p38MAP quinasa (véase la referencia no de patente 4).

Alternativamente, (2) se sembraron células Girardi sobre una placa de cultivo de 6 o 24 pocillos, se cultivaron
durante un tiempo dado en un medio de cultivo que contenia colorante sensible al potencial de membrana
mitocondrial JC-1, y a continuacién en un medio de cultivo que contenia agente de despolarizacién mitocondrial
CCCP, y se examin6 el cambio en la intensidad de fluorescencia de color rojo, que es un indice del potencial de
membrana mitocondrial, mediante citometria de flujo. Como resultado, se observaron una disminucién de la
intensidad de fluorescencia y una despolarizacion de la mitocondria (véase la referencia no de patente 5).

Varias otras publicaciones (documentos WO 00/19200 A; WO 00/79274 A; WO 00/68686 A; Ishida, H. et al., Naunyn
Schmiedebergs Arch, Pharmacol. (2004) vol. 369, Num. 2, pags. 192-197;Sato T. et al., The Journal of
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Pharmacology and Experimental Therapeutics (2003) vol. 307, Num. 3, pags. 955-960) describen el uso de
colorantes fluorescentes para medir los cambios en el potencial de membrana mitocondrial.

Mientras tanto, existe un informe que confirma la accién de apertura del canal de mitoKare del diazéxido en células
de musculo cardiaco neonatal de rata cultivadas primarias, utilizando las propiedades de ouabaina, un inhibidor de la
Na/K ATPasa de la membrana celular, para aumentar la concentracion intracelular de Ca y la concentracion
intramitocondrial de Ca (véase la referencia no de patente 6).

Sin embargo, los métodos convencionales se asocian con aspectos que todavia tienen que mejorar.

Para ser mas especificos, en los métodos mencionados anteriormente, (1) durante el cultivo en condiciones de bajo
oxigeno, el entorno de cultivo es dificil de mantener a un nivel constante y los niveles de lesion varian facilmente
entre los pocillos; (2) es necesario preparar células en gran cantidades puesto que la lesion celular se determina por
citometria de flujo o mediciéon de la concentracion de acido lactico deshidrogenasa; (3) en la citometria de flujo, la
operacion hasta la deteccion de fluorescencia es complicada, y (4) en la medicién de la concentracion de acido
lactico deshidrogenasa, la medicion de la absorbancia es complicada.

Por otra parte, se ha informado de un método de escrutinio de un compuesto influyente en el potencial de oxidacion-
reduccioén de la mitocondria, que se basa en la medicion del cambio de fluorescencia, (referencia de patente 1). Sin
embargo, incluso mediante el método descrito en la patente de referencia 1, el ensayo de una muestra requiere una
operacion complicada y una cantidad considerable de tiempo de funcionamiento.

Como se describié anteriormente, puesto que los métodos convencionales tienen dificultades para reproducir
condiciones constantes, y puesto que el tiempo y el trabajo necesarios para el ensayo son enormes, los métodos no
son adecuados para un ensayo simultaneo de un gran nimero de agentes farmacéuticos.

referencia de patente 1: W099/53024

referencia no de patente 1: Kidney Int. 57, 838, 2000
referencia no de patente 2: Circ Res. 84, 973, 1999
referencia no de patente 3: Cardiovasc. Res. 55, 534, 2002
referencia no de patente 4: Basic Res. Cardiol. 95, 243, 2000
referencia de no patente 5: Cardiavasc. Res. 51, 691, 2001
referencia no de patente 6: Circ. Res. 89, 856, 2001
Descripcion de la invenciéon

Problemas a resolver por la invencion

La presente invencion tiene como objetivo proporcionar un método de ensayo conveniente y de alta precision de un
agente farmacéutico que cambia el potencial de membrana mitocondrial, utilizando el potencial de membrana
mitocondrial de una célula cultivada como un indice.

Medios para resolver los problemas

Los autores de la presente invencion cultivaron células Girardi, tifieron las mitocondrias con colorante sensible al
potencial de membrana mitocondrial JC-1, determinaron la proporciéon de la intensidad de fluorescencia del
monomero de JC-1 y la fluorescencia del agregado J (mondmero/agregado J), desarrollada por la luz de excitacion,
por medio de un lector de placas de fluorescencia, y midieron el potencial de la membrana mitocondrial con la
proporcion de la intensidad de fluorescencia como indice. Como resultado, han encontrado que una adicién
simultanea de KCI a ouabaina da como resultado una despolarizacién mitocondrial en un corto periodo de tiempo
con buena reproducibilidad. Por otra parte, han encontrado que la adicién de una sustancia de ensayo al sistema de
ensayo permite el ensayo de la actividad inhibidora de la despolarizacion mitocondrial, es decir, si una sustancia de
ensayo tiene una actividad como abridor del canal de mitoKarp, asi como la intensidad de la actividad, y
adicionalmente han llevado a cabo mas estudios intensivos, que han dado como resultado en la finalizacion de la
presente invencion.

Por lo tanto, la presente invencion proporciona un método de ensayo de acuerdo con la reivindicacion 1, siendo
ilustradas adicionalmente las realizaciones preferidas de la invencion en las reivindicaciones dependientes. En
consecuencia, la presente invencion se refiere a los métodos de ensayo de los siguientes apartados (1) a (18).

(1) La presente invencion proporciona un método de ensayo de una sustancia que cambia el potencial de membrana
mitocondrial, que comprende la adicion de un regulador de la permeabilidad a iones de la membrana celular. Puesto
que el potencial de la membrana mitocondrial puede cambiar debido al influjo de calcio a las mitocondrias, la
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presente invencion también abarca un método de ensayo de una sustancia que inhibe la entrada de calcio a las
mitocondrias.

El método de ensayo de la invencién comprende las siguientes etapas de:

(a) poner en contacto una célula cultivada con una sustancia de ensayo,

(b) poner en contacto la célula cultivada con ouabaina a una concentracion de iones de potasio 20-90 mM, y
(c) medir el cambio en el potencial de membrana mitocondrial de la célula cultivada, y

(d) seleccionar una sustancia de ensayo que cambia el potencial de membrana mitocondrial de la célula cultivada.
Por lo tanto, el orden de (a) y (b) no es importante en la presente invencion, donde (a) puede o no puede preceder a
(b) en la presente invencion, y (a) y (b) puede llevarse a cabo simultaneamente.

(2) La presente invencion proporciona el método de ensayo del apartado (1) anteriormente mencionado, en donde la
sustancia del apartado (d) inhibe la apoptosis celular.

(3) La presente invencién proporciona el método de ensayo de los apartados (1) o (2) anteriormente mencionados,
en donde la sustancia del apartado (d) inhibe el influjo de calcio a las mitocondrias.

(4) La presente invencion proporciona el método de ensayo de uno cualquiera de los apartados (1) a (3)
anteriormente mencionados, en donde la sustancia del apartado (d) actia sobre el canal de K* sensible a ATP
mitocondrial.

(5) La presente invencion proporciona el método de ensayo de uno cualquiera de los apartados (1) a (4)
anteriormente mencionados, en donde la célula cultivada tiene una alta sensibilidad a un regulador de la
permeabilidad a iones de la membrana celular.

(6) La presente invencion proporciona el método de ensayo del apartado (5) anteriormente mencionado, en donde la
célula cultivada tiene una alta sensibilidad a un inhibidor de la Na/K ATPasa.

(7) La presente invencion proporciona el método de ensayo del apartado (6) anteriormente mencionado, en donde la
célula cultivada que tiene una alta sensibilidad a la ouabaina.

(8) La presente invencion proporciona el método de ensayo de uno cualquiera de los apartados (1) a (7)
anteriormente mencionados, en donde la célula cultivada es una linea celular.

(9) La presente invencion proporciona el método de ensayo del apartado (8) anteriormente mencionado, en donde la
célula cultivada es una linea celular humana.

(10) La presente invencion proporciona el método de ensayo del apartado (9) anteriormente mencionado, en donde
la célula cultivada deriva de corazén, cerebro, nervio, higado o pancreas humanos.

(11) La presente invencion proporciona el método de ensayo del apartado (10) anteriormente mencionado, en donde
la célula cultivada es una célula de Girardi.

(12) La presente invencion proporciona el método de ensayo de uno cualquiera de los apartados (1) a (11)
anteriormente mencionados, en donde la célula cultivada es cultivada sobre una placa utilizable para un método de
medicién optica.

(13) La presente invencion proporciona el método de ensayo de uno cualquiera de los apartados (1) a (4)
anteriormente mencionados, en donde el regulador de la permeabilidad a iones de la membrana celular induce el
cambio en el potencial de membrana mitocondrial.

(14) La presente invencion proporciona el método de ensayo de los apartados (1) a (13) anteriormente
mencionados, en donde la ouabaina tiene una concentracién de 0,1 uM - 3 mM.

(15) La presente invencion proporciona el método de ensayo de uno cualquiera de los apartados (1) a (4)
anteriormente mencionados, en donde el cambio en el potencial de membrana se mide mediante el color
fluorescente de un colorante fluorescente incorporado a la célula.

(16) La presente invencién proporciona el método de ensayo del apartado (15) anteriormente mencionado, en donde
el colorante fluorescente desarrolla dos colores.

(17) La presente invencion proporciona el método de ensayo del apartado (16) anteriormente mencionado, en donde
el cambio en el potencial de membrana se mide por la proporcién de los dos colores fluorescentes.

(18) La presente invencion proporciona el método de ensayo de uno cualquiera de los apartados (15) a (17)
anteriormente mencionados, en donde el colorante fluorescente es JC-1.
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Efecto de la invencion

Utilizando el método de ensayo de la presente invencion, se puede evaluar un agente farmacéutico que actua
selectivamente sobre el canal de mitoKare.

Utilizando el método de ensayo de la presente invencion, se puede evaluar un agente farmacéutico que cambia el
potencial de membrana mitocondrial convenientemente con alta precision.

Utilizando el método de ensayo de la presente invencion, se puede evaluar un agente farmacéutico que cambia el
potencial de membrana mitocondrial en un corto periodo de tiempo.

Breve descripcion de los dibujos

La Fig. 1 muestra el ensayo de la accidon de despolarizaciéon mitocondrial de BMS-191095, en donde la
concentracion de BMS-191095 y la diferencia en la proporcion de la intensidad de fluorescencia se utilizaron como
indices (Ejemplo 1).

La Fig. 2 muestra el ensayo de la accién de despolarizacién mitocondrial del diazéxido, en donde la concentracion
de diazéxido y la diferencia en la proporcién de intensidad de fluorescencia se utilizaron como indices (Ejemplo 1).

La Fig. 3 muestra la relacion entre la concentracion de levcromakalim y la proporcion de intensidad de fluorescencia
(Ejemplo 1).

La Fig. 4 muestra la relacion entre la concentracion de diltiazem y la proporciéon de intensidad de fluorescencia
(Ejemplo 1).

La Fig. 5 muestra el ensayo de la accidon de despolarizacién mitocondrial de BMS-191095, en donde la
concentracion de BMS-191095 y la diferencia en la proporciéon de intensidad de fluorescencia se utilizaron como
indices (Ejemplo 2).

Mejor modo de representar la invencion

En la presente invencion, se evalia la capacidad de una sustancia de ensayo para cambiar el potencial de
membrana mitocondrial mediante el uso, como indice, el cambio en el potencial de membrana mitocondrial, que se
produce al poner en contacto un regulador de la permeabilidad a iones en una membrana celular con una célula
cultivada, en donde el cambio se mide como una variacién en la intensidad de fluorescencia de un colorante
fluorescente. Ademas, la presente invencion se pone en practica preferiblemente en condiciones de alta
concentracion de iones potasio.

De acuerdo con la presente invencién, se puede seleccionar una sustancia que cambia el potencial de membrana
mitocondrial, por medio de lo cual se pueden seleccionar una sustancia capaz de inhibir la apoptosis celular, una
sustancia capaz de inhibir el influjo de calcio a las mitocondrias, y una sustancia capaz de actuar sobre el canal de
K" sensible al ATP de la mitocondria.

La célula cultivada que se va a utilizar en la presente invencion es preferiblemente una célula cultivada que tiene una
alta sensibilidad a un regulador de la permeabilidad a iones de la membrana celular, particularmente una inhibidor de
la Na/K ATPasa, mas preferiblemente una célula cultivada que tiene una alta sensibilidad a la ouabaina. La célula
que tiene "alta sensibilidad" representa una célula que muestra un cambio suficiente en el potencial de membrana
mediante la adicion de un regulador de la permeabilidad a los iones, un inhibidor de la Na/K ATPasa o la ouabaina y,
por ejemplo, una célula que muestra una proporcion de intensidad de fluorescencia significativamente diferente
mediante la adicién de un regulador de la permeabilidad a iones, un inhibidor de la Na/K ATPasa o la ouabaina, en
comparacion con las condiciones de cultivo sin adicion.

La célula cultivada que se va a utilizar en la presente invencién representa una linea celular o una célula cultivada
primaria. Un ejemplo preferible de las mismas es una linea celular, mas preferiblemente una linea celular humana.
La "linea celular humana" se refiere a una linea celular establecida derivada de un tejido humano, que ha adquirido
una capacidad de proliferacién infinita. De tales lineas celulares humanas, es mas preferible una derivada de un
organo o tejido humano, tal como el corazon, cerebro, nervios, higado, pancreas y similares.

La "célula Girardi" que se va a utilizar en la presente invencion representa una célula de Girardi (GIRARDI HEART,
ECACC Num. 9312082) derivada de corazén humano, que esta disponible en la Coleccion Europea de Cultivos
Celulares.

La "sustancia de ensayo" que se va a utilizar en la presente invencion no esta particularmente limitada siempre que
se puede anadir al sistema de ensayo de la presente invencion y, por ejemplo, un extracto celular, un sobrenadante
de cultivo celular, un derivado fermentativo de corazén humano, que esta disponible en la Colecciéon Europea de
Cultivos Celulares.
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La "sustancia de ensayo" que se va a utilizar en la presente invencion no esta particularmente limitada siempre que
se puede afadir al sistema de ensayo de la presente invencién y, por ejemplo, se pueden mencionar, un extracto
celular, un sobrenadante de cultivo celular, un producto de un microorganismo fermentativo, un extracto de
organismo marino, un extracto botanico, una proteina purificada o purificada en bruto, un péptido, un compuesto no
peptidico, un acido nucleico, un compuesto de bajo peso molecular sintetizado, un compuesto natural, y similares.

La concentracion de ouabaina es preferiblemente de 0,1 uM - 3 mM, mas preferiblemente de 100 uM - 2 mM.

El "contacto la célula cultivada con una sustancia de ensayo" en la presente invencidon no esta particularmente
limitado, con tal que la célula cultivada se pueda poner en contacto con una sustancia de ensayo y, por ejemplo, se
pueden mencionar las etapas en las que se encuentra presente una sustancia de ensayo en un medio de cultivo
celular, tal como la adicidon de una sustancia de ensayo a un medio de cultivo celular en cultivo, el cultivo de células
en un medio de cultivo celular ajustado de antemano mediante la adicion de una sustancia de ensayo y similares, y
similares.

El "contacto la célula cultivada con ouabaina" en la presente invencion no esta particularmente limitado, con tal que
la célula cultivada se pueda poner en contacto con ouabaina y, por ejemplo, se pueden mencionar la adicion de
ouabaina a un medio de cultivo celular en cultivo, el cultivo de células en un medio de cultivo celular ajustado de
antemano mediante la adicion de ouabaina y similares, y similares.

En cuento al modo de realizacion de la presente invencién, se pueden mencionar una realizacién en donde un medio
de cultivo celular que contiene una sustancia de ensayo y un medio de cultivo celular que contiene ouabaina se
preparan por separado, y estos medios de cultivo celular se afiaden a las células para el cultivo de las mismas, una
realizacion en la que se prepara un medio de cultivo celular que contiene una sustancia de ensayo y ouabaina, que
se afiade a las células para el cultivo de las mismas.

El "medio de cultivo celular" que se va a utilizar en la presente invencién no esta particularmente limitado con tal que
la célula objeto se pueda cultivar y se puede utilizar cualquier medio que contiene suero, medio sin suero, tampoén y
similares.

La "alta concentracion de ién potasio” en la presente invencion representa una concentraciéon mayor que la de un ion
de potasio (5-10 mM) generalmente utilizado para el cultivo de células, y es preferiblemente 20-90 mM. El método
para el ajuste del i6n potasio se ilustra, pero no esta limitado a, la adicién de una cantidad dada de KCI.

La "placa utilizable para un método de medicién éptica" en la presente invencion se refiere principalmente a una
placa de color negro de fondo transparente o una placa de color negro de 96 pocillos. Ademas de éstas, como placa
para el cultivo celular medible en un lector de placa de fluorescencia se pueden mencionar, por ejemplo, placas de
384, 48, 24, 12 y 6 pocillos y similares.

El "colorante fluorescente" en la presente invencion representa un colorante fluorescente sensible a un cambio en el
potencial de membrana mitocondrial y, por ejemplo, pueden mencionar JC-1.

"JC-1" (a veces referido como "colorante sensible al potencial de membrana mitocondrial JC-1") es yoduro de
5,5',6,6"-tetracloro-1,1',3,3'-tetraetilbenzimidazolcarbocianina (Molecular Probes T-3168). Este compuesto es
absorbido en la célula, migra a la mitocondria, y forma un agregado denominado agregado J cuando la mitocondria
es normal y la diferencia de potencial desde el exterior es de alrededor de -180 mV. El agregado emite fluorescencia
de color rojo que tiene un pico a 590-600 nm por la excitacion a 488-490 nm. Por otra parte, JC-1 en el citoplasma
se convierte en un mondémero emisor de fluorescencia verde que tiene un pico a 527 nm. Cuando las mitocondria se
despolariza, JC-1 no pueden formar agregado J, y por lo tanto, disminuye la fluorescencia roja y aumenta la
fluorescencia verde. Utilizando dicha propiedad, se detecta la proporciéon de intensidad de fluorescencia del
monomero/agregado J para observar el potencial de membrana mitocondrial.

El esquema del método de ensayo de la presente invencion se muestra a continuacion.

En primer lugar, las células Girardi se siembran en una placa utilizable para un método de medicién 6ptica, y se
cultivan en un medio normal (medio MEM con un suplemento con aditivos, tales como aminoacidos no esenciales,
suero bovino fetal y similares). A continuacion, se cambia el medio por un medio normal que contiene JC-1 para
permitir la incorporacién de JC-1 a la célula, se cambia el medio a un medio normal que contiene una sustancia de
ensayo, y se cultivan las células. A continuacion, se utiliza un medio que induce la despolarizacién (medio normal
que contiene ouabaina y KCI; en el método de ensayo de la presente invencion, la uabaina se usa a una
concentracion de 0,1 uM - 3 mM, y el KClI se utiliza a una concentracion de 20 mM - 90 mM). La sustancia de ensayo
se puede afadir junto con o después de la adicion de un medio inductor de la despolarizacion después de la
incorporacion de JC-1 a la célula. Después de la adicion del medio inductor de la despolarizacién, el tiempo de
cultivo puede ser 1-24 horas. Después de eso, se miden la fluorescencia del monémero JC-1 y la fluorescencia del
agregado J en un lector de placas de fluorescencia (susceptible de excitacion a alrededor de 488-490 nm, que es la
longitud de onda de excitacion de JC-1, y capaz de la deteccion de la fluorescencia alrededor de 527 nm, que es la
longitud de onda de pico de fluorescencia monémero JC-1 y alrededor de 590-600 nm, que es la longitud de onda de
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fluorescencia del agregado J), y se calcula la proporcion de la intensidad de fluorescencia (intensidad de
fluorescencia del monémero/intensidad de fluorescencia del agregado J).

Los siguientes 4 tipos de pocillos se establecen en la misma placa, y la actividad se calcula como se muestra a
continuacion.

(1) sin tratamiento: pocillo al que se ha afiadié medio normal en lugar de un medio que induce la despolarizacion,

(2) control: medio libre de sustancia de ensayo,

(3) sustancia de ensayo: pocillo al que se han afiadido diversos tipos de sustancias de ensayo a cada concentracion,
(4) blanco: pocillo sin JC-1.

Cuando la intensidad de fluorescencia del monémero y la intensidad de fluorescencia del agregado J de los pocillos
respectivos se muestran como (1) mo (1) J,

A: proporcion de intensidad de fluorescencia "sin tratamiento" = [(1)m-(4)m]/[(1)J-(4)J]
B: proporcion de intensidad de fluorescencia de "control" = [(2)m-(4)m]/[(2)J-(4)J]
C: proporcion de intensidad de fluorescencia de la "sustancia de ensayo” = [(3)m-(4)m]/[(3)J-(4)J],

en donde cuando B aumenta mas que A y se confirma la despolarizacion, la actividad de apertura del canal de
mitoKarp de la sustancia de ensayo se detecta basandose en el grado de disminucién de C en comparacién con B.

La presente invencion se explica con mas detalle a continuacion mediante la referencia a los Ejemplos, que no se
deben considerar limitantes.

Ejemplo 1
Los agentes farmacéuticos (compuestos) evaluados mediante el presente método de ensayo son los siguientes.
BMS-191095: sintetizado de acuerdo con J. Med. Chem., Vol. 40, 24-34 (1997) y utilizado para el experimento.

levcromakalim (GlaxoSmithKline): El compuesto 2 descrito en J. Med. Chem.., Vol. 29, 2194-2201 (1986) se sintetizo
y se utilizado para el experimento.

diazoxido: SIGMA D9035 se adquirié y se utilizo para el experimento.
hidrocloruro de diltiazem: SIGMA D2521 se adquirid y se utilizd para el experimento.

Las células Girardi suspendidas en un medio normal [(MEM (GIBCO 11095-098) con un suplemento de aminoacidos
no esenciales al 1% (Disolucién de Amino Acidos No Esenciales MEM 10 mM 100X GIBCO 11140-050), y suero
bovino fetal al 10% de (BIOFLUIDS DIVISION Num. de Lote 302030))] se sembraron en una placa de color negro de
fondo transparente de 96 pocillos (MATRIX MT4940) a 200 pl/pocillo y se cultivaron.

Se afiadié JC-1 (Molecular Probes T-3168, 1 mg/ml de disolucién de DMSO) a un medio normal libre de rojo de fenol
[MEM (GIBCO 51200-038) con un suplemento de aminoacidos no esenciales al 1% (Disolucién de Amino Acidos No
Esenciales MEM 10 mM 100X GIBCO 11140-050), L-glutamina al 1% (L-Glutamina 200 mM-100X: GIBCO 25030-
149) y suero bovino fetal al 10% (Biofluids DIVISION: Nim. de Lote 302030)] a 10 pl/ml, la mezcla se agit6 con un
mezclador de vortice y se centrifugd a 3000 rpm durante 1 min y el sobrenadante se filtré a través de un filtro de
jeringa (0,22 pym, MILLIPORE). Se retir6 el medio en la placa de 96 pocillos y la disolucién de JC-1 se dispenso6 a
pocillo sembrado de células a 50 pl/pocillo. Se dispensd medio normal libre de rojo fenol sin JC-1 a un pocillo blanco.
La placa se coloco de nuevo en una incubadora con CO- y se incubd durante 20 min.

A continuacion, cada pocillo se lavé una vez con un medio normal libre de rojo de fenol (200 pl) y el mismo medio
que contenia diversas concentraciones de cada sustancia de ensayo se dispensé a 50 pl/pocillo. Cada sustancia de
ensayo se disolvié en DMSO (DimetilSulféxido: SIGMA D-8779) a una concentracion final de DMSO de 0,1%.

Se dispensoé el medio que contenia DMSO al 0,1% a los pocillos "sin tratamiento" y de "control" a 50 pl/pocillo. La
placa se coloco de nuevo en una incubadora con CO- y se incubd durante 25 min.

A continuacion, se dispensé medio inductor de despolarizacién que contenia ouabaina 1 mM, KCI 60 mM, y una
sustancia de ensayo a cada concentracion (preparada a partir de medio normal libre de rojo fenol como base) a cada
pocillo de la "sustancia de ensayo" en 50 yl. Un medio normal que contenia DMSO al 0,1% se dispensé al pocillo
"sin tratamiento”, y se dispensd un medio inductor de la despolarizacion que contenia DMSO al 0,1% al pocillo de
"control" en 50 ul/pocillo.

La placa se coloco de nuevo en una incubadora con CO- y se incub6 durante 2 hr.
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Después de la induccion de la despolarizacion, la placa se fijo sobre un lector de placas de fluorescencia (TECAN,
SpectraFluor) calentado a 37°C, y se midid la fluorescencia del agregado J a 595 nm utilizando una longitud de onda
de excitacion de 485 nm. A continuacién, se midi6 la fluorescencia monémero a 535 nm utilizando una longitud de
onda de excitacion de 485 nm. La medicién se realizé a una frecuencia de destello de 20 veces e intervalos de 50
microsegundos. Cada grupo contenia 4 pocillos. El valor medio de la intensidad de fluorescencia del pocillo "blanco”
se restd del valor de cada pocillo "sin tratamiento”, de "control" y de "sustancia de ensayo" para cada una de del
fluorescencia del monémero y de la fluorescencia del agregado J, y se determiné la proporcion de cada intensidad
de fluorescencia, monémero/agregado J.

Los resultados se muestran en la Figura. 1 a la Fig. 4 (media * error estandar, n = 4).

Como resultado del experimento de acuerdo con el método de ensayo de la presente invencion, la accién inhibidora
de la despolarizacion mitocondrial podria ser convenientemente evaluada para BMS-191095 (Fig. 1) y diazdxido
(Fig. 2), se confirm6 mediante otros métodos de ensayo que tenia una accion de apertura del canal mitoKare.

En contraste, levcromakalim (Fig. 3), que es un abridor del canal sarcKarp, y diltiazem (Fig. 4), que es un antagonista
del calcio, no impidieron la despolarizaciéon mitocondrial.

De lo anterior, se apreciara que el método de ensayo de la presente invencion puede detectar especificamente un
abridor del canal mitoKare mediante una operacion conveniente en comparacion con los métodos de ensayo
convencionales.

Ejemplo 2

Se suspendieron células Girardi en un medio normal [(MEM (GIBCO 11095-098) con un suplemento de aminoacidos
no esenciales al 1% (Disolucién de Amino Acidos No Esenciales MEM 10 mM 100X GIBCO 11140-050), y suero
bovino fetal al 10% (BIOFLUIDS DIVISION Num. DE e 302030))] A1 x 10° células/ml, se sembraron en una placa de
color negro de fondo transparente de 96 pocillos (MATRIX MT4940) a 200 pl/pocillo, y se cultivaron.

Para la medicién del valor blanco de la fluorescencia para cada placa, no se sembraron células en parte de los
pocillos.

Se afiadié JC-1 (Molecular Probes T-3168, 1 mg/ml de disolucién de DMSO) a un medio normal libre de rojo fenol
[MEM (GIBCO 51200-038) con un suplemento de aminoacidos no esenciales al 1% (Disolucion de Aminoacidos No
Esenciales MEM 10 mM de 100X GIBCO 11140-050), L-glutamina al 1% (L-glutamina 200 mM 100X: GIBCO 25030-
149) y suero bovino fetal al 10% (BIOFLIDS DIVISION: Nim. de Lote 302030)] a 10 pl/ml, la mezcla se agité con un
mezclador de voértice y se centrifugd a 3000 rpm durante 2 min y el sobrenadante se filtré a través de un filtro de
jeringa (0,22 pm, Millipore). Se retird el medio en la placa de 96 pocillos y la disolucion de JC-1 se dispensé a un
pocillo sembrado con células a 50 pl/pocillo. Se dispensdé medio normal libre de rojo fenol sin JC-1 a un pocillo
blanco. La placa se colocé de nuevo en una incubadora con CO- y se incubd durante 20 min.

A continuacion, se dispensé un medio inductor de despolarizacién que contenia ouabaina 1 mM, KCI 60 mM, y BMS-
191095 a cada concentracion (preparada a partir de medio normal libre de rojo fenol como base) al pocillo de la
"sustancia de ensayo" en 100 pL.

Se disolvio BMS-191095 en DMSO (DimetilSulféxido: SIGMA D-8779) a una concentracién final de DMSO de 0,1%.

Se dispenso6 un medio que contenia DMSO al 0,1% a los pocillos "sin tratamiento” y de "control" en 100 pl/pocillo. La
placa se coloco de nuevo en una incubadora con CO- y se incubo.

Después de 2 horas, la placa se fijo a un lector de placas de fluorescencia (Molecular Devices, SpectraMax GEMINI
EM) calentado a 37°C, y se llevo a cabo la medicion en condiciones de lectura inferior, Lm1 Ex: 485 nm Em: 530 nm,
Lm2 Ex: 535 nm Em: 590 nm, Lectura/Pocillo: 6 veces. Cada grupo contenia 4 pocillos. El valor medio de la
intensidad de fluorescencia del pocillo "blanco" se rest6 del valor de cada pocillo "sin tratamiento”, "de control" y de
"sustancia de ensayo" para cada una de la fluorescencia del monémero y la fluorescencia del agregado J, y se
determind la proporcién de cada intensidad de fluorescencia, monémero/agregado J.

Los resultados se muestran en la Fig. 5 (media + error estandar, n = 4).
Aplicabilidad industrial

Utilizando el método de ensayo de la presente invencion, se puede evaluar un agente farmacéutico que actua
selectivamente sobre el canal mitoKarp. Utilizando el método de ensayo de la presente invencion, se puede evaluar
convenientemente con alta precisién un agente farmacéutico que cambia el potencial de membrana mitocondrial.
Utilizando el método de ensayo de la presente invencion, se puede evaluar en un corto periodo de tiempo un agente
farmacéutico que cambia el potencial de membrana mitocondrial.
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REIVINDICACIONES
1. Un método de ensayo de una sustancia, que comprende las siguientes etapas de:

(a) poner en contacto una célula cultivada de una linea celular humana con una sustancia de ensayo,

(b) poner en contacto la célula cultivada con ouabaina a una concentracion de iones de potasio 20-90 mM,
(c) medir el cambio en el potencial de membrana mitocondrial de la célula cultivada, y

(d) seleccionar una sustancia que cambia el potencial de membrana mitocondrial de la célula cultivada.

2. El método de ensayo de la reivindicacion 1, en donde la sustancia del apartado (d) inhibe la apoptosis de las
células.

3. El método de ensayo de la reivindicacion 1, en donde la sustancia del apartado (d) inhibe el influjo de calcio a las
mitocondrias.

4. El método de ensayo de la reivindicacién 1, en donde la sustancia del apartado (d) actia sobre el canal de K*
sensible a ATP mitocondrial.

5. El método de ensayo de la reivindicacion 1, en donde la célula cultivada deriva de corazoén, cerebro, nervio,
higado o pancreas humanos.

6. El método de ensayo de la reivindicacion 1, en donde la célula cultivada es una célula Girardi.

7. El método de ensayo de la reivindicacion 1, en donde la ouabaina tiene una concentracion de 0,1 pyM - 3 mM.
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