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DESCRIPCION

Expresion electronica del rectificador interno en cardiocitos derivados de células madre pluripotentes inducidas por el
ser humano

[0001] Esta solicitud reclama prioridad a la solicitud provisional de EE. UU. n.° 61/824,507, presentada el 17 de
mayo de 2013.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

[0002] El término “células madre pluripotentes inducidas”, o iPSCs, se refiere a un tipo de célula madre
pluripotente preparada artificialmente a partir de una célula no pluripotente. Los miocitos cardiacos derivados de las
iPSCs son un sistema experimental (til que tiene un gran potencial. Ofrecen una preparacion humana innovadora para
la reparacion cardiaca, pruebas y disefio de seguridad de medicamentos, el diagnéstico clinico y la investigacion. Los
miocitos cardiacos derivados de las iPSCs ofrecen la oportunidad de trabajar en células que recapitulan la actividad
de los miocitos cardiacos de humanos sanos, que por lo demas raramente estan disponibles para una investigacion
experimental exhaustiva. Los miocitos cardiacos derivados de las iPSC humanas ofrecen la capacidad de desarrollar
herramientas de prediccién para la funcion cardiaca.

[0003] A pesar de las posibilidades de los miocitos cardiacos derivados de las iPSC, se han observado
problemas con esta estrategia, lo que ha generado serias preocupaciones acerca de su uso en el estudio de los
mecanismos arritmogénicos y el analisis de la seguridad de medicamentos. Los potenciales de accion (APs) de los
miocitos cardiacos humanos derivados de las iPSCs se denominan a menudo como “fenotipo inmaduro”. La falta de
la morfologia clasica esperada del tipo de espiga y clpula de los AP ha llevado a serias preocupaciones sobre la
capacidad de los miocitos cardiacos humanos derivados de las CMPi para ser usados para estudiar la base genética
del sindrome de Brugada y otras arritmias relacionadas con las ondas J o la repolarizacién temprana. Ademas de un
perfil de repolarizacién aparentemente menos complicado, los miocitos cardiacos de las iIPSC también muestran
actividad contractil espontanea. Esta actividad contractil se acompafia de la correspondiente despolarizacion diastolica
que produce Aps espontaneas. Por lo tanto, aunque se puede inducir a las iPSC a desarrollarse en células similares
a los miocitos cardiacos, no pueden mostrar propiedades electrofisiolégicas que permitan el uso de estas células en
la evaluacion de la funcién de las células cardiacas o el uso para el andlisis de medicamentos que afecten a las células
cardiacas.

[0004] Davis R P et al: “Los cardiomiocitos derivados de células madre pluripotentes recapitulan las
caracteristicas electrofisiolégicas de un sindrome de superposicién de la enfermedad cardiaca del canal de sodio”.
CIRCULATION, LIPPINCOT WILLIAMS AND WILKINS, BALTIMORE, USA, vol. Il. 125, n.° 25, 26 de junio de 2012,
paginas 3079-3091, XP002741151,ISSN: 1524-4539, DOI: 10.1161/CIRCULATIONAHA. 111.066092 demuestra que
tanto las células madre embrionarias como los cardiomiocitos derivados de la iPSC pueden recapitular las
caracteristicas de una mutacién combinada de la ganancia y la pérdida de la base del canal de Na* y que la inmadurez
electrofisioldgica de los cardiomiocitos derivados de la PSC no impide su uso como modelo preciso para la enfermedad
del canal de Na* cardiaco.

[0005] Knollmann “Cardiomiocitos derivados de células madre pluripotentes inducidas: Boutique Science or
Valuable Arrhythmia Model?”, CIRCULATION RESEARCH. Vol. 112, n.° 6, 15 de marzo de 2013, paginas 969-976,
XP055341969,US ISSN: 0009-7330, DOI: 10.1161/CIRCRESAHA.112.300567 discute las fortalezas y limitaciones de
los cardiomiocitos derivados con células madre pluripotentes inducidas (iPSC-CM) de los modelos de arritmias
cardiacas.

RESUMEN DE LA INVENCION

[0006] Segun aspectos de la invencidon hay sistemas y procedimientos proporcionados segun las
reivindicaciones anexadas.

[0007] En la presente divulgacion, evaluamos el papel de la reduccion de la corriente rectificadora interna (Ik1)
en los miocitos derivados de las iPSC humanas mediante la adicion electronica de un componente Ik1 a estos miocitos
cardiacos bajo abrazadera de corriente. Esta estrategia indica la fuerte influencia del Ik1 y el grado en que su expresion
produce grandes diferencias fisiolégicas en la repolarizacion y en el comportamiento potencialmente arritmogénico.
Demostramos que el reemplazo artificial de Ik1 produce miocitos cardiacos derivados de las iPSC humanas con APs
gue se asemejan mucho mas al comportamiento de los APs de miocitos cardiacos humanos recién aislados.

[0008] En un caso, esta divulgacion proporciona un sistema para mejorar la morfologia potencial de accion en
los miocitos cardiacos derivados de las iPSC. La morfologia AP mejorada puede incluir, por ejemplo, potenciales
fisiolégicos de membrana en reposo y potenciales de accién de picos y domos. El sistema comprende de un parche
de corriente con un electrodo para medir la tensién de la membrana del miocito y un circuito generador en la
comunicacion eléctrica con el electrodo. El circuito generador esta configurado para calcular el valor de una corriente
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rectificadora interna basada en la tensién de la membrana y aplicar una corriente rectificadora interna sintética al
miocito basada en el valor calculado.

[0009] Este procedimiento tiene muchas aplicaciones y permitira un andlisis exhaustivo de este sistema
electrofisiolégico, asi como el andlisis de medicamentos especificos para los defectos de las células auriculares o
ventriculares. Los miocitos cardiacos iPSC de la presente divulgacion pueden utilizarse en la interpretacion de las
canalopatias, el analisis de farmacos y la evaluacion de la posible arritmogénesis. Al eliminar muchas de las
consecuencias no fisiolégicas de la actividad espontanea y el comportamiento inestable, esta herramienta sera (til
para estudiar la dinamica de la repolarizacion. Tiene aplicaciones para estudios de investigacion sobre la regulacion
genética de la repolarizacion en estados de la enfermedad, ademas de servir de ayuda en la interpretacion de datos
de estudios de medicamentos y del potencial proarritmico de los andlisis de seguridad. También podria utilizarse para
modificar los regimenes de tratamiento sobre la base de los datos obtenidos.

[0010] En un caso, esta divulgacion proporciona un procedimiento para producir potenciales de accion
habiendo mejorado la morfologia en los miocitos cardiacos derivados de las iPSC. El procedimiento comprende los
pasos para medir la tension de la membrana de un miocito; calcular un valor de una corriente rectificadora interna
basado en la tension medida en la membrana; y aplicar una corriente rectificadora interna sintética al miocito, de este
modo hace que éste produzca potenciales de accion habiendo mejorado la morfologia.

[0011] En un caso, esta divulgacion proporciona un procedimiento para distinguir los miocitos cardiacos
derivados de las iPSC que tienen caracteristicas eléctricas similares a las de las células auriculares de los miocitos
cardiacos derivados de las iPSC que muestran caracteristicas eléctricas similares a las de las células ventriculares.

[0012] Fuera del alcance de la invencidn, esta divulgacion proporciona un procedimiento para el andlisis de
agentes candidatos que pueden afectar las caracteristicas eléctricas de las células auriculares o ventriculares. El
procedimiento consiste en identificar si un miocito cardiaco derivado de la iPSC esta mostrando un fenotipo auricular
o ventricular y luego probar el efecto de supuestos medicamentos que afectan la funcién auricular o ventricular.

[0013] Los miocitos cardiacos de la iPSC podran utilizarse en la interpretacion de las canalopatias, el analisis
de medicamentos y la evaluacion de la posible arritmogénesis. Al eliminar muchas de las consecuencias no fisiolégicas
de la actividad espontanea y el comportamiento inestable, esta herramienta sera util para estudiar la dindmica de la
repolarizacion. Tiene aplicaciones para estudios de investigacion sobre la regulacion genética de la repolarizacion en
estados de la enfermedad, ademas de servir de ayuda en la interpretacion de datos de estudios de medicamentos y
del potencial proarritmico de los andlisis de seguridad. También podria utilizarse para modificar los regimenes de
tratamiento sobre la base de los datos obtenidos.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS
[0014]

Figura 1: Organizacién del sistema de expresion de corriente | k1 electronico. | «,sintico S€ genera en tiempo real
en respuesta al potencial de la membrana de miocitos. Para todas las células de este estudio, el potenciometro se
configurd para proporcionar una corriente de salida estandar de 150 pA a -75 mV

Figura 2: APs espontaneos de miocitos cardiacos deri vados de las iPSC. (A) PA espontaneos tipicos, con
despolarizacion diastélica relativamente lenta, tipica de las células del tipo marcapasos y un aumento muy lento
(dV/dtmax). (B) Ejemplo de comportamiento irregular y similar al de un DAD. En general, la actividad espontanea
durante abrazadera de corriente mostré una irregularidad sustancial. Esta irregularidad a menudo tenia un intervalo
diastélico que fue en gran parte plano con comportamiento ruidoso y aumentos espontaneos y repentinos en el
potencial que precedia al inicio del potencial de accién. (C,D): Ejemplos de comportamiento similar a EAD en las
mismas células. En ¢, hay una prolongacion de alta tension de los AP en un solo latido alrededor de 0 mV. En d, la
célula pas6 un tiempo prolongado en una oscilacién de bajo tension (-20 a -40 mV) similar a EAD.

Figura 3: Ritmo de células en reposo y espontdneame  nte activas. (A) Tipico potencial de reposo de una célula en
reposo sin ninguna estimulacion. (B) Ritmo (0,5 Hz para 4 latidos) una célula en reposo (igual que en (A)) inicia un
comportamiento complejo y automaticidad. (C) Escala de tiempo expandida que muestra los APs estimulados. (D)
Actividad espontanea, muy variable en frecuencia, potencial diastélico, rebasamiento y forma. (E) Ritmo (0,25 Hz para
4 latidos) una célula espontaneamente activa (miocito como en (D)), produce un potencial de post-hiperpolarizacion
mas consistente y cambia la actividad espontanea. (F) La post-hiperpolarizacién puede verse mas facilmente en una
escala de tiempo expandida.

Figura 4: APs antes y después de la expresion sintét  ica l«i1 y del ritmo. (A) Células de tipo ventricular espontaneas.
Estas células muestran un AP redondeado, pero son dificiles de distinguir porque el potencial diastélico relativamente
alto reduce el dV/dtmax. EI “hombro” de la AP esta borrosa por la lenta repolarizacién de fase IV. (B) La expresion
electronica de Ik1 en (A) restaura un potencial de reposo normal que elimina la inactivacion Ina, de este modo
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aumentando el dV/dtmax y restableciendo otras corrientes. El reajuste de corrientes como la de Il produce el clasico
“pico y domo” morfologia de las células ventriculares. (C) Células similares a las auriculares que laten
espontaneamente y que tienen una morfologia dificil de distinguir de las células ventriculares o nodales. (D) La
expresion electronica del Iki revela la naturaleza auricular de las células del panel c. Al igual que con las células
ventriculares, el potencial negativo en reposo restaura un dV/dt normal y revela el pico caracteristico y la fase de
repolarizacién baja y mas triangular tipica de las células auriculares. (E,F) Detalles de la repolarizacion de AP (E) de
tipo auriculares y (F) de tipo ventriculares en escala de tiempo expandida. (G) Diagrama de dispersion de la relacion
APDz0/APDgo vs. APD3o para células con expresion electronica de lka.

Figura 5: Efectos del agonista del canal del calcio BayK8644. (A) APs estimulados a una duracion del ciclo de 4s.
La automaticidad intrinseca caus6 que algunos APs se acortaran mucho, y algunos estimulos ocurrieron durante la
repolarizacion de un latido espontaneo anterior. Tres rastros se superponen. (B) La misma célula, con 1 yM BayK8644.
BayK8644 caus6 una carga de calcio que puso fin a la actividad espontanea. Los APs estimulados mostraron un
comportamiento anormal con una repolarizacién severamente acortada y poca evidencia de despolarizacién
regenerativa. Tres rastros se superponen. (C) La misma célula que (A,B) pero con expresion electrénica de Ik synthetic.
El AP tiene una morfologia de pico y domo normal, y un APDgo consistente. Estos rastros fueron registrados antes de
B. (D) La misma célula que en (A,B,C), con lki,synthetic Y 1 yM de BayK8644. La APD es prolongada y se observa el
fendémeno arritmogénico de los alternanos. Algunos APs fueron interrumpidos por el estimulo posterior. A pesar de la
naturaleza invariable del tiempo de Ik, la expresion electronica de Ik hace que la observacién del fendmeno dinamico
de los alternanos sea facilmente observable. Ademas de la prolongacion del QT, los cambios en el umbral para los
alternanos son un importante indice celular de potencial pro-arritmico. (E) APDoo es poco modificado por Ik1 synthetic
(n=7). Esto puede parecer paraddjico, pero el efecto neto de la adicion de Ik: es la prolongacion de la parte del domo
de la repolarizacion y el aumento de la tasa de las etapas finales (o pie) de la repolarizacion. El resultado es sélo un
cambio modesto en APDgo. (F) La relacion de APDgo con/sin BayK8644 muestra un aumento importante de APD con
una expresion lki,synthetic, Y disminucién anémala de APDgo sin ella.

La figura 6 es un diagrama de flujo que representa un procedimiento segun un caso de la presente divulgacion. La
figura 7 es un diagrama de flujo que representa un procedimiento fuera del alcance de la invencién. La figura 8 es un
diagrama de flujo que representa otro procedimiento fuera del alcance de la invencion.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

[0015] La presente divulgacion proporciona un procedimiento para impartir morfologia potencial de accion
fisioldgica, en relacién con las células nativas, a los miocitos cardiacos derivados de las iPSC. El procedimiento
comprende afiadir electrénicamente un componente Iki a los miocitos cardiacos bajo abrazadera de corriente.
Demostramos que el reemplazo artificial de Ik1 produce miocitos cardiacos derivados de las iPSC humanas con APs
gue se asemejan mucho mas al comportamiento de los APs de miocitos cardiacos humanos recién aislados.

[0016] Las iPSCs pueden prepararse a partir de una célula no pluripotente, normalmente una célula somatica
adulta, o de una célula diferenciada terminal, como un fibroblasto, una célula hematopoyética, un miocito, una neurona,
una célula epidérmica, etc., introduciéndola en las células o poniéndola en contacto con las células con factores de
reprogramacion. Las células madre pluripotentes inducidas se pueden diferenciar en miocitos cardiacos. Por ejemplo,
los fibroblastos humanos adultos pueden ser transfectados con los factores de transcripcion Oct4, Sox2, c-Myc y/o
KIf4 usando transduccion retroviral, o con Oct4, Sox2, Nanog y Lin28 usando transduccion lentivirus. Para un analisis
de los miocitos cardiacos derivados de las iPSC, véase EE.UU. Patente n.° 8,415,155.

[0017] Después de introducir los factores de reprogramacion en las células somaticas, estas células pueden
cultivarse en un medio suficiente para mantener la pluripotencia y el estado indiferenciado. Los procedimientos de
cultivo y los medios para el mantenimiento de las iPSCs en el cultivo son bien conocidos.

[0018] Las células del linaje de los cardiomiocitos pueden obtenerse a partir de células madre indiferenciadas
mediante cultivo o diferenciacidon en un entorno de crecimiento especial que enriquece a las células con el fenotipo
deseado. Por ejemplo, esto puede lograrse mediante el crecimiento de las células deseadas, o por inhibicion o muerte
de otros tipos de células. Los detalles se pueden encontrar en EE.UU. Patente 8,415,155. Esto proporciona miocitos
cardiacos derivados de las iPSC. Ademas, los miocitos cardiacos derivados de las iPSC también estan disponibles en
el mercado.

[0019] Para registrar la actividad eléctrica de los miocitos cardiacos derivados de las iPSCs, se pueden utilizar
técnicas de tensién de célula completa o de abrazadera de corriente. Generalmente, estas técnicas implican la
formacion de un gigaseal usando procedimientos convencionales.

[0020] Los miocitos cardiacos derivados de la iPSC suelen generar potenciales de accién que tienen un efecto
“redondo” morfologia con un golpe ascendente lento. El alto MDP reduce el dV/dtmax y es dificil distinguir las células
ventriculares de las auriculares basandose en la morfologia AP.
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[0021] Con referencia a la fig. 1, la presente divulgacion puede ser incorporada como un sistema 10 para
mejorar la morfologia potencial de accién en un miocito cardiaco derivado de la iPSC 90. La morfologia del potencial
de accion mejorada incluye, por ejemplo, un potencial fisiolégico estable de la membrana en reposo y/o una morfologia
del potencial de accion fisiolégica. El sistema 10 se compone de una abrazadera de parche 12 como se conoce en el
arte. La abrazadera de parche 12 es un aparato de electrodo Unico configurado para la medicion de una célula
completa. Como tal, la abrazadera de parche 12 se compone de un electrodo 14. El electrodo 14 puede ser, por
ejemplo, una micropipeta de vidrio llena de una solucién conductora. Tal electrodo ejemplar puede ser configurado
para formar un sello de gigaohm con la célula a medir. La abrazadera de parche 12 esta configurada para medir una
tension de la membrana (Vm) del miocito 90.

[0022] La abrazadera de parche 12 esta configurada para medir el potencial de accién del miocito 90. En
algunas realizaciones, la abrazadera de parche 12 se configura como abrazadera de corriente y proporciona una
corriente de estimulacion (Istiv) a la célula 90 a través del electrodo 14. De este modo, la abrazadera de parche 12
puede configurarse para registrar el potencial de accién de la célula 90 a lo largo del tiempo mediante el muestreo
(medicién) de la tensién de la membrana a una frecuencia de muestreo.

[0023] El sistema 10 comprende de un circuito generador 20 en comunicacién eléctrica con el electrodo 14 de
la abrazadera de parche 12. El circuito generador 20 esta configurado para recibir una sefial eléctrica del electrodo
14, donde la sefial eléctrica indica una tension medida en la membrana. De esta manera, el circuito generador 20
recibe una tension medida en la membrana del electrodo 14. El circuito generador 20 esta configurado para calcular
el valor de una corriente rectificadora interna (lk1) basada en la tensién de la membrana del electrodo 14. Por ejemplo,
la corriente rectificadora interna puede calcularse a partir de la tension de la membrana segun la ecuacion:

B V, + 85
Igw = 0.5 (1 + 0.0896(Vi,+85)

) +0.,01(V,, + 85). (D

Otras relaciones entre la tensién de la membrana y la corriente rectificadora interna seran aparentes a la luz del
presente

[0024] El circuito generador 20 esta ademas configurado para proporcionar una corriente rectificadora interna
sintética (IsintreTic) al electrodo 14. La corriente rectificadora interna sintética proporcionada por el circuito generador
20 corresponde al valor de Ik calculado por el circuito generador 20. En algunos casos, la corriente rectificadora
interna sintética es igual al valor calculado de la corriente rectificadora interna (Isyntreric = lki). En algunos casos Isynrweric
puede ser diferente de lx. Por ejemplo, el circuito generador 20 puede comprender ademds un potencidometro 22, y la
corriente suministrada (Isynthetic) puede atenuarse de tal manera que lsynrreric< k1.

[0025] En algunos casos, el circuito generador 20 comprende un procesador, y el procesador esta programado
para calcular el valor de la corriente rectificadora interna. Sera aparente a la luz de la divulgacién presente que el
circuito generador 20 puede ser implementado usando un procesador (p.ej., con software), componentes electronicos
discretos, circuitos integrados especificos de aplicacion, matrices de puerta programables en campo, o combinaciones
de estas u otras configuraciones.

[0026] El sistema 10 puede comprender un circuito sumador 30 configurado para afiadir la corriente
rectificadora interna sintética (Isynthetic) a la corriente de estimulacion (Istim) de la abrazadera de parche 12,
produciendo una corriente de entrada (linput). De esta manera, la corriente sintética se suministra al electrodo 14 como
componente de la corriente de entrada.

[0027] El sistema 10 puede ser utilizado continuamente de tal manera que, en un caso gque tenga una
implementacion digital, la tension de la membrana es medido repetidamente a lo largo del tiempo a una frecuencia de
muestreo, y las correspondientes corriente rectificadora interna sintética son suministradas a la célula 90 por medio
del electrodo 14. Cabe sefialar que una pluralidad de corrientes puede ser implementada como una corriente eléctrica
continua que varia con el tiempo segun la corriente sintética de cada periodo de tiempo.

[0028] El circuito generador 20 puede comprender ademas un interruptor 24 para desconectar selectivamente
el circuito generador 20 de tal manera que no se suministre al electrodo una corriente rectificadora interna sintética
14.

[0029] La presente divulgacion también se relaciona con un procedimiento 100 para producir potenciales de
accion regulares a partir de un miocito derivado de la iPSC (véase, por ejemplo, la fig. 6). El procedimiento 100
comprende el paso de medir 103 una tension de la membrana (Vm) del miocito. Por ejemplo, una abrazadera de parche
puede utilizarse en una configuracion de célula entera para medir 103 la tension de la membrana. El valor de una
corriente rectificadora interna (Ik1) se calcula 106 a partir de la tension medida en la membrana. En algunos casos, el
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valor se calcula 106 segun la ecuacion (1) anterior. En algunos casos, el valor se calcula 106 usando un procesador.
Por ejemplo, una computadora puede ser configurada para recibir la tension 103 medida en la membrana y
programada para calcular 106 una corriente rectificadora interna basada en la tensién recibida de la membrana. Otras
técnicas para calcular 106 la corriente rectificadora interna, seran aparentes a la luz de la presente divulgacion.

[0030] El procedimiento 100 comprende ademas el paso de aplicar 109 una corriente rectificadora interna
sintética (IsyntHeTic) al miocito, de este modo hace el miocito produzca potenciales de accion regulares. La corriente
se puede aplicar 109 por medio de un electrodo de una abrazadera de parche. La corriente rectificadora interna
sintética corresponde al valor 106 calculado. En algunos casos, la corriente sintética 109 aplicada es igual a la corriente
rectificadora interna calculada 106. En algunos casos, la corriente sintética aplicada 109 es menor que la calculada
106, por ejemplo, cuando se utiliza un potenciometro para atenuar la corriente.

[0031] En algunos casos, se suministra una abrazadera de parche 150 y se configura para medir 103 la tension
de la membrana del miocito mediante un electrodo. La abrazadera de parche puede configurarse como una abrazadera
de corriente, y se aplica una corriente de estimulacion (Isim) al miocito. En tal caso, la corriente rectificadora interna
sintética puede afadirse 153 a la corriente de estimulacién para producir una corriente de entrada Iweur que se aplica
al miocito a través del electrodo. Como tal, la corriente sintética se aplica 109 al miocito como componente de la
corriente de entrada.

[0032] Fuera del alcance de la invencién, un procedimiento puede ser ademas utilizado para determinar si un
miocito derivado de la iPSC exhibe caracteristicas ventriculares o caracteristicas auriculares. Por ejemplo, tal
procedimiento 200 fuera del alcance de la invencién puede incluir el paso de muestrear 203 una tensién de la
membrana de un miocito derivado de la iPSC durante un periodo de tiempo y en una frecuencia de muestreo (véase,
por ejemplo, fig. 7). Se calcula una pluralidad de valores de corrientes rectificadoras internas sintéticas 206, cada valor
correspondiente a una tension de la membrana muestreada de 203. Los valores pueden calcularse 206 segun la
ecuacioén (1). El procedimiento 200 comprende el paso de la aplicacion 209 de una corriente rectificadora interna
sintética al miocito segun los valores calculados de 206 de la corriente rectificadora interna. Se puede determinar que
el miocito 212 presenta caracteristicas ventriculares o auriculares basadas en los potenciales de accion basados en
la morfologia de los potenciales de accién resultantes.

[0033] Si se determina que el miocito 212 presenta caracteristicas ventriculares, el procedimiento 200 puede
incluir el paso de modulacion 215 de la corriente rectificadora interna sintética 209 aplicada, de manera que el potencial
de accion del miocito coincida mas estrechamente con el potencial de accion de un miocito ventricular. Si se determina
gue el miocito 212 presenta caracteristicas ventriculares, el procedimiento 200 puede incluir el paso de modulacion
218 de la corriente rectificadora interna sintética 209 aplicada, de manera que el potencial de accion del miocito
coincida mas estrechamente con el potencial de accién de un miocito ventricular.

[0034] Fuera del alcance de la invencién, la presente divulgacion también se relaciona con un procedimiento
300 para identificar agentes de prueba para el desarrollo de medicamentos (véase, por ejemplo, fig. 8). El
procedimiento 300 comprende los pasos para proporcionar 303 miocitos cardiacos derivados de la iPSC y 306 un
sistema para aplicar una corriente rectificadora interna sintética, como el sistema 10 describe anteriormente. Se genera
un patrén de potenciales de accion habiendo mejorado la morfologia 309 utilizando el sistema. El miocito puede
presentar potenciales de accién caracteristicos de un miocito ventricular o de un miocito auricular. El miocito es
contactado 312 con un agente de prueba. El agente de prueba se identifica 315 como candidato para el desarrollo de
medicamentos en funcion de las caracteristicas de los potenciales de accion del miocito. Por ejemplo, el agente de
prueba puede ser identificado 315 como candidato si las caracteristicas de los potenciales de accion individuales se
cambian de tal manera que los potenciales de accién se vuelven mas o menos en forma triangular, se prolongan o
acortan, se cambia la regularidad de los potenciales de accion, se producen cambios en el periodo refractario o se
producen cambios en el comportamiento de restitucion. En otros ejemplos, sin limitacion, el potencial de accién cambia
en su duracion, grado de triangulacion, periodo refractario, pendiente de restitucion, limite para el desarrollo de
alternanos, o umbral para un comportamiento inestable o caético. El procedimiento 300 puede comprender ademas el
paso de contactar 318 al miocito derivado de la iPSC con un segundo agente de prueba (después de contactar 312 al
miocito con el (primer) agente de prueba como se describe anteriormente). El segundo agente de prueba puede
seleccionarse para restaurar las caracteristicas modificadas del miocito a las caracteristicas anteriores al contacto 312
con el primer agente de prueba.

[0035] Los procedimientos descritos tienen muchas aplicaciones. Por ejemplo, un procedimiento permitira un
andlisis exhaustivo del sistema electrofisiolégico humano. Los cardiocitos iPSC pueden utilizarse en la interpretacion
de las canalopatias, el analisis de medicamentos y la evaluacién de arritmogénesis potenciales. Al eliminar muchas
de las consecuencias no fisiolégicas potencialmente confusas de la actividad espontdnea y el comportamiento
inestable de los miocitos cardiacos derivados de las iPSC humanas, este procedimiento proporciona una herramienta
til para estudiar la dinamica de la repolarizacion. Tiene aplicaciones para estudios de investigacion sobre la regulacion
genética de la repolarizacion en estados de la enfermedad, ademas de servir de ayuda en la interpretacion de datos
de estudios de medicamentos y del potencial proarritmico de los analisis de seguridad.
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[0036] El sistema y los procedimientos descritos en la presente divulgacién pueden utilizarse para las iPSC de
seres humanos o de otros animales, incluidos, por ejemplo, los mamiferos.

[0037] El siguiente ejemplo se proporciona para ilustrar mejor la divulgacion.
EJEMPLO

Métodos

Preparacion de la célula

[0038] Los miacitos cardiacos derivados de la iPSC (iCell Dynamics, WI), disponibles en el mercado, fueron
preparados segun las instrucciones del fabricante. Brevemente, los miocitos cardiacos iCell (suspensiones
unicelulares criopreservadas en criovirales de 1 ml) fueron almacenados en nitrégeno liquido. Los viales se
descongelaron en un bafio de agua (37 °C). Las células se lavaron y luego se enjuagaron con 1 ml de “Medio de
Revestimiento iCell para Cardiomiocitos” RT. Se agregaron 8 ml adicionales de medio de revestimiento y se mezclaron
las células con la solucién mediante inversion gentil. Los cardiocitos fueron sembrados en cubreobjetos de 15 mm
recubiertos con una solucion de gelatinosa al 0,01 % (w/v) en placas de 12 pocillos. Los cardiocitos fueron sembrados
(20,000-40,000/plato) en 2ml de medio de revestiemiento RT, permitiendo el cultivo de una sola célula, e incubados
por 2+ dias a 37 °C, 7 %CO2. Las células no adherentes se eliminaron enjuagando con “Medio de Mantenimiento iCell
para Cardiomiocitos”. Ademas se afadieron otros 2 ml de medio de mantenimiento. El medio de mantenimiento se
cambiaba cada 2 dias y las células se utilizaban en el plazo de 1 semana.

Electrofisiologia

[0039] Los cardiocitos derivados de la iPSC fueron sometidos a abrazadera de tension. Las corrientes se
registraron utilizando abrazadera de célula entera en RT. Las células de la camara de grabacion (300ul) fueron
perfundias continuamente con Tyrode. Pipetas fabricadas en vidrio de borosilicato (Extractor de micropipeta horizontal
Flaming/Brown) y puntas pulidas con calor (Narishige microforge). Pipetas contenidas (mM): 10 NaCl, 125 KCI, 1
MgSOas, 5 EGTA, 5 ATP(Mg salt), 5 Tris-creatinofosfato, 0,3 GTP, 10 HEPES, pH 7,2. Solucién extracelular (mM): 150
NacCl, 5,4 KCI, 0,5 NazHPOQg4, 1 MgClz, 2 CaClz, 10 glucosa, 10 HEPES, pH 7,4. Después de establecer un sello (1-
10Gohm), se usaron pulsos de succion y tension para romper el parche. Se registraron las corrientes (Axopatch-1D,
Molecular Dynamics, CA) y se conectaron a un ordenador Pentium 4 mediante un Digidata 1322A (Molecular
Dynamics, CA). Se utilizé PClamp 9.0 (Molecular Dynamics, CA) para controlar los protocolos y la adquisicion de
datos.

Interfaz In Silico

[0040] Utilizamos una tarjeta de E/S analdgica y digital PCle-DAS160216 (Measurement Computing
Corporation) instalada en una estacién de trabajo Dell Precision T7500 con 2 CPU Intel Xeon E5520 para transferir la
sefial Vm a la sefial de corriente k1. El cddigo fuente esté en el suplemento.

Andlisis de datos

[0041] El andlisis se realizé utilizando pClamp 9 (Molecular Dynamics). Se calcul6 la duracién potencial de
accion (DPA) para el 50 % (APDso) y el 90 % (APDgo) de repolarizacién en ms. La tasa méaxima de aumento de la
carrera ascendente AP se determiné (dVm/dtmax) in mV/ms. El potencial de la membrana en reposo se registro antes
de cada AP.

Para las APs espontaneas, las caracteristicas diastolicas se informaron para el periodo de tiempo entre la
repolarizacion completa de la AP y el comienzo de la despolarizaciéon en la AP posterior. Se calcularon la duracién y
los potenciales minimos y medios para el periodo diastélico.

Analisis estadistico

[0042] Los resultados se presentan como mediats.e.m. Las diferencias se analizaron mediante la prueba-t o
ANOVA, segun correspondiera, y p<0,05 se consideraron estadisticamente significativas.

Resultados

[0043] Para superar la falta de k1 en los miocitos cardiacos derivados de la h-iPSC, desarrollamos una
variacion del enfoque de abrazadera dinamica para inyectar una version sintética de Ik: (figura 1). El centro del sistema
es el miocito cardiaco aislado derivado de la h-iPSC bajo tension de célula completa o abrazadera de corriente. La
abrazadera de célula entera se logra con un gigaseal bajo el modo de abrazadera de corriente convencional. La tension
de la membrana del miocito cardiaco es emitida desde el amplificador y alimentado a una computadora a través de un
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digitalizador el que calcula la corriente rectificadora interna para el potencial de la membrana, segun la ecuacién
mostrada en la figura 1. El valor calculado de Ik synthetic S€ pasa a través de un potenciometro (utilizado para ajustar la
amplitud sin sacrificar la resolucién digital) a escala Ik1 y luego se suma con la entrada de estimulacion estandar de
pClamp. Un interruptor permite cambios rapidos entre la abrazadera de corriente convencional y la entrada sumada.
Cuando se enciende la entrada sumada, el miocito recibe la suma de dos entradas: la corriente de estimulo AP
estandar mas Ik synthetic, del simulador de corriente en tiempo real. La electronica de abrazadera de tension estandar
se puede accionar a través del circuito sumador sin modificar la abrazadera de tensién convencional y el registro de
datos con s6lo cambios menores de seleccion de software de los canales de entrada/salida. El resultado es una célula
gue se comporta como si estuviera expresando un Iki nativo que ha sido instantAneamente “transfectado” en la célula.

Propiedades y Variabilidad de los APs de miocitos cardiacos derivados de la iPSC

[0044] La mayoria de los informes de los cardiocitos derivados de la iPSC indican que generalmente son
espontaneamente activos, con unas pocas células en reposo, lo que es consistente con nuestros hallazgos. En
consecuencia, la mayoria de los estudios AP hasta la fecha sobre cardiocitos derivados de la iPSC han reportado
parametros basados en el analisis del comportamiento espontaneo del AP. Dado el alto grado de variabilidad de célula
a célula, se ha utilizado un gran nimero de células para producir resultados estadisticamente significativos en los
cambios de los parametros AP. Incluso se han empleado procedimientos de analisis de alto rendimiento para examinar
las propiedades celulares de los miocitos cardiacos derivados de la iPSC disponibles en el mercado. Esto refleja, al
menos en parte, la variabilidad entre los tipos de células, por ejemplo, las células ventriculares, auriculares y nodales.
Sin embargo, parte de esta variabilidad también se debe a las consecuencias del registro de células espontaneamente
activas. El potencial diastélico maximo promedio para las células espontaneamente activas fue de -59+2mV (n=33).
La actividad espontanea fue generalmente irregular y ocurrié6 en un amplio rango de intervalos diastélicos de unos
pocos cientos de ms a 8 s (promedio: 2068+415 ms, n=25) e incluia una alta variabilidad de latido a latido para cualquier
célula individual dada (véase fig. 2). No es sorprendente que la variabilidad en la frecuencia cardiaca fuera
acompafiada por una alta variabilidad en la duracion y forma del AP. Como se muestra en la tabla 1, los AP
espontaneos tendian a tener una amplitud relativamente corta y un golpe ascendente muy lento (Fig 2A,B) . Este
comportamiento irregular estuvo a menudo acompafiado de eventos espontaneos que se asemejaban a los EADs y
las DADs de umbral bajo y alto (Fig 2C,D).

[0045] Una estrategia para reducir la variabilidad en la actividad eléctrica es a través de la estimulacién externa
de ritmo. Esto puede regularizar la actividad espontanea lenta y potencialmente inducir el comportamiento eléctrico
regenerativo en las células en reposo. No todos los miocitos cardiacos derivados de la iPSC fueron espontdneamente
activos (de 33 células probadas, 8 no fueron espontaneamente activas). Sin embargo, incluso las células que no son
espontaneamente activas no muestran caracteristicas del AP normales asociadas con las células miocardicas adultas
humanas del miocardio en funcionamiento. La falta de funcién contractil espontanea puede deberse a un potencial de
reposo normal estable (alrededor de -85 mV) o puede deberse a un potencial relativamente despolarizado, que resulta
en un estado de reposo anormal. La mayoria de las células no espontaneas no tenian un potencial de membrana en
reposo hiperpolarizado tipico del miocardio en funcionamiento, pero se encontraban en un estado anormalmente
despolarizado. Tres de cada 8 células no espontaneamente activas tenian un potencial de reposo superior a -60 mV
y s6lo 1 tenia un potencial de membrana en reposo inferior a -70 mV. Los APs y la actividad contractil podrian iniciarse
en las células en reposo mediante la estimulacion con una corriente de estimulo. Los APs obtenidos se asemejan a
los de las células espontaneamente activas. En algunas células en reposo, el ritmo a provocar un periodo posterior de
comportamiento espontaneo (fig. 3A-C), lo que indica que las corrientes rectificadoras retardadas producen el
potencial diastélico en los miocitos cardiacos derivados de las iPSC humanas. El ritmo del tejido espontaneamente
activo alter¢ la variabilidad de latido a latido (fig. 3 D-F) y mejor6 algunos otros parametros, particularmente dV/dt max
(tabla 1).

[0046] Independientemente ya sea si los Aps surgieron de la actividad espontanea o del ritmo de estimulacion,
tuvieron una repolarizacion prolongada (APDgo fue de 955+103 ms (n=38) y 967+141 ms (n=30) respectivamente), una
amplitud reducida y una elevacion méxima reducida (d\/dtmax) en comparacion con los Aps de cardiocitos auriculares
o ventriculares humanos recién aislados. También carecian de la morfologia de pico y domo tipica de los miocitos
ventriculares y auriculares. Esto fue algo sorprendente ya que las células expresan de manera uniforme el lo robusto
que da origen a esta morfologia AP. Sin embargo, los canales mediados por Kv 4,24,3 que dan lugar a esta corriente
tienen una inactivacion sustancial en estado cerrado y pueden estar en gran medida inactivados por el estado
despolarizado de los APs espontaneos y estimulados. De manera similar, el Ina también sera inactivado en estos
potenciales y no puede contribuir completamente a la subida rapida normal o al comportamiento del pico y domo. La
falta de estos comportamientos conducira a una funcion no fisiolégica y disminuird en gran medida el valor predictivo
de cualquier analisis para el comportamiento pro-arritmico o antiarritmico de los canales mutantes o medicamentos
candidatos. Sin embargo, cuando inyectamos Iki, synthetic, S€ €stablecié un potencial de membrana en reposo estable y
hubo un marcado cambio en la forma y regularidad del AP (fig. 4). La morfologia de pico y domo se ve claramente, y
la diferencia entre los miocitos ventriculares y auriculares es facilmente aparente, lo que sugiere que este
procedimiento permite una discriminacion eficiente entre los tipos de células. La fig. 4G muestra que las células se
dividen en dos poblaciones distintas, basadas en la forma y duracion del potencial de accién. La varianza entre los
APs tanto de latido a latido como de célula a célula se redujo y el rapido ascenso (d\W/dtmax) de la fase ascendente del
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AP fue prominente y consistente (tabla 1). Claramente, la reconstitucion de Ik1 restaura muchas propiedades
importantes de los miocitos cardiacos derivados de la h-iPSC.

Manipulacion farmacoldgica de la repolarizacion

[0047] La reconstitucién del rectificador interno normaliza muchas de las propiedades de los APs cardiocitarios
derivados de la h-iPSC en una forma que se asemeja mas claramente a la de los miocitos cardiacos en funcionamiento.
Ademas, revela muchas de las propiedades incontroladas asociadas con los APs libres o estimulados. La utilidad
funcional de esta propiedad puede apreciarse evaluando el agonista del canal de calcio BayK-8644, que aumenta la
amplitud e interrumpe la inactivacion del canal de calcio de tipo L, lo que resulta en un profundo aumento de la APD.
Se examino el efecto de 1 uM BayK-8644 a estimulacion de los miocitos cardiacos derivados de la h-iPSC con y sin
Ik electronico (fig. 5). La aplicacion de 1 yM BayK-8644 tuvo efectos profundos en ambos casos. Sin embargo, la
prolongacion de AP por BayK-8644 no se observo uniformemente en las células estimuladas. Mas bien, una
terminacion de la actividad AP espontanea a escala completa ocurrié debido a la despolarizaciéon de la membrana
después de la estimulacién de un AP muy escorzado. También se observaron oscilaciones eléctricas de bajo nivel
similares al fibrilatorio. En contraste, cuando Ik: fue insertado electrénicamente, la actividad celular se regularizo, la
variabilidad se redujo y el AP fue mas fisioldgico, y el comportamiento eléctrico similar al fibrilatorio fue suprimido. La
aplicacion de BayK-8644 resulté en una clara prolongacion de AP. A intervalos de estimulacién cortos, algunos APs
se prolongaron mas alla de la tasa de estimulacion (fig. 5D). Cuando se observa utilizando datos emparejados, esta
diferencia cualitativa en el potencial arritmogénico predictivo es claramente evidente (fig. 5E) y enfatiza la capacidad
de la expresion electronica Iki para mejorar la capacidad predictiva del sistema de miocitos cardiacos derivados de las
iPSC humanas como una herramienta para la seguridad del medicamento y el estudio de la base molecular de las
arritmias.



5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2733765 T3

REIVINDICACIONES

1. Un sistema (10) para producir una morfologia potencial de accién mejorada a partir de un miocito
cardiaco derivado de la iPSC (90), el sistema (10) que comprende:

una abrazadera de parche (12) compuesta por un electrodo (14) configurado para medir la tension de la membrana
(Vm) del miocito (90);

un circuito generador (20) en comunicacion electronica con el electrodo (14), el circuito generador (20) configurado
para:

calcular el valor de una corriente rectificadora interna (k1) basada en la tensién de la membrana;

proporcionar al electrodo (14) una corriente rectificadora interna sintética en funcion de la corriente rectificadora
interior determinada, para producir potenciales de accion habiendo mejorado la morfologia del miocito (90).

2. El sistema (10) de la reivindicacion 1, donde el valor de la corriente rectificadora interna sintética se
determina segun la ecuacién:

B Vy, + 85
Iy =05 (1 " 6010896(Vm+85)) +0.01(V;, + 85).

3. El sistema (10) de la reclamacion 1, donde el circuito generador (20) esta configurado para calcular
repetidamente un valor y proporcionar una corriente a una frecuencia de muestreo.

4. El sistema (10) de la reivindicacién 1, donde el circuito generador (20) comprende un procesador
programado para:

calcular el valor de una corriente rectificadora interna sintética basada en una tensién de la membrana (Ik1) basada en
la tensién de la membrana; y

proporcionar al electrodo (14) una corriente rectificadora interna sintética en funcién del valor determinado para
producir potenciales de accion habiendo mejorado la morfologia del miocito (90).

5. El sistema (10) de la reclamacion 1, donde el sistema (10) esta configurado para medir el potencial de
accion del miocito (90).

6. El sistema (10) de la reivindicacion 5, donde la abrazadera de parche (12) esta configurada como una
abrazadera de corriente.

7. El sistema (10) de la reivindicacion 1, que comprende ademas un circuito sumador (30) para afiadir la
corriente rectificadora interna sintética a una corriente de estimulacién de abrazadera de parche (12) para producir
una corriente de entrada, y el circuito de rectificacion interna sintética se suministra al electrodo (14) como componente
de la corriente de entrada.

8. El sistema (10) de la reivindicacién 7, donde el circuito generador (20) comprende ademas un
potenciometro (22) para atenuar la corriente rectificadora interna sintética antes del circuito sumador (30).

9. Un procedimiento (100) para producir una morfologia potencial de accién mejorada a partir de un miocito
cardiaco derivado de la iPSC (90), el procedimiento que comprende los pasos de:

midiendo (103) la tensién de la membrana (Vm) del miocito (90);

calculando (106) un valor de una corriente rectificadora interna (lk1) basado en la tensiéon de la membrana del
miocito (90); y

aplicando (109) una corriente rectificadora interna sintética al miocito (90) segun el valor calculado (106) de la
corriente rectificadora interna, para producir potenciales de accion habiendo mejorado la morfologia.

10. El procedimiento (100) de la reivindicacion 9, donde se determina el valor de la corriente rectificadora
interna (106) segun la ecuacion:

10
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B V,, + 85
Ikgr =05 (1 + £0.0896(Vip +85)

) +0.01(V, +85).

11. El procedimiento (100) de la reivindicacion 9, que comprende ademas la etapa de registro de la tension
de la membrana a lo largo del tiempo como potencial de accién del miocito (90).

11
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PROPORCIONAR UN SISTEMA
DE CORRIENTE DE
RECTIFICACION INTERNA

309
GENERAR POTENCIALES DE
ACCION HABIENDO MEJORADO
LA MORFOLOGIA
312

CONTACTO DEL MIOCITO CON
EL AGENTE DE PRUEBA

315

K IDENTIFICAR EL AGENTE DE
PRUEBA COMO CANDIDATO
DEPENDIENDO DE LA RESPUESTA
POTENCIAL DE LA ACCION

318

Q

CONTACTO DEL MIOCITO CON
UN SEGUNDO AGENTE
DE PRUEBA

Fig. 8
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