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Resumen

Actualmente, el dolor crénico se ha convertido en una de las enfermedades con mayor impacto
en la sociedad, afectando aproximadamente a un 20% de la poblacién europea. A pesar de su gran
relevancia, aun no se ha desarrollado un tratamiento satisfactorio para esta patologia, debido a los

efectos secundarios de los analgésicos utilizados.

Consecuentemente, se requiere el desarrollo de analgésicos con mejor indice terapéutico. Para
ello, conviene explorar nuevos blancos terapéuticos, como los canales de potasio. Entre éstos, los
canales Kv7.2 y Kv7.3 han surgido como primordiales en el control de la excitabilidad de los
nociceptores. Con el fin de identificar activadores de estos canales, hemos puesto a punto un
método de cribado de alto rendimiento, basado en la obtencidon de una linea celular que expresa

establemente estos canales.

Dolor crénico, Kv7.2, Kv7.3, linea celular

Abstract

At present, chronic pain has become one of the highest-impact diseases in society, affecting
around 20% of European population. Despite of its high relevance, any satisfactory treatment for this

pathology has been developed yet, due to secondary effects of the analgesics employed.

Consequently, the development of analgesics with a better therapeutic index is required. To that
end, it is necessary to explore new therapeutic targets, as potassium channels. Amongst them, Kv7.2
and Kv7.3 channels have emerged as crucial regulators of nociceptor excitability. With the aim to
identify specific activators for these channels, herein, it has been set up a high throughput screening

method, based on the generation of a cell line stably expressing both channels.

Chronic pain, Kv7.2, Kv7.3, cell line



Abreviaturas

ADN: Acido desoxirribonucleico

ADNCc: ADN complementario

BNFC: Convulsiones Neonatales Familiares
Benignas

BK¢.: Canales de potasio activados por calcio
CF: Contraste de Fases

CMV: Promotor inmediato-temprano del
citomegalovirus humano

CO,: Dioxido de carbono

DMEM: Dubelcco’s Modified Eagle Medium
DMSO: Dimetilsulféxido

ECso: Concentracion de compuesto que produce

la mitad de la respuesta maxima

FBS: Suero Fetal Bovino

G: Conductancia

GABA: Acido gamma-butirico

HEK293: Human Embrionic Kidney 293

l;omy: Intensidad de corriente medida a un voltaje

de 70 mV
K*: Catién potasio

K2P: Canales de potasio de dos poros

Ki.: Canales de potasio rectificadores de entrada

Kv: Canales idnicos de potasio
dependientes de voltaje

LDs,: Dosis de un compuesto que produce
el 50% de letalidad

mEYFP: ADNc que codifica la proteina YFP
potenciada con la mutacion A206K

N: Nimero de experimentos distintos

n: Nimero de células

Na’: Catién sodio

NeoR: secuencia que codifica una
fosfotransfera que confiere resistencia a
diversos antibiéticos entre los que se
encuentra la geneticina

PCR: Reaccion en Cadena de la Polimerasa
RTG: Retigabina

T2: Temperatura

V: Voltaje

V,.5: Voltaje que produce la activacion de
la mitad de una poblacién de canales
iénicos

V,: Voltaje umbral

YFP: Proteina Fluorescente Amarilla



UNIVERSITA
Miguel
Herndndez




Agradecimientos

La vida te da sorpresas y, sin duda, una de ellas, ha sido encontrarme con este gran grupo. A los
ferrerines y sus allegados: Antonio Ferrer, Angeles, Antonio Zafra, Asia, Cloti, Cristoph, Gema, Isa, Jan
Albert, Jose, Laura, Magdalena, Maite, Mdnica, Maria Grazia, Nuria, Paco, Roberto cp, Roberto sp,
Sakthi, Sergio y Vero. Porque hasta los peores dias en el laboratorio son maravillosos gracias a

vosotros.

A Antonio Ferrer, por haberme dado un suefio: la oportunidad de acercarme a la ciencia, de
ilusionarme con un proyecto, de aprender, de estrellarme y de volverme a levantar. Por todas tus

ensefianzas y por tu apoyo. Ha sido una experiencia increible que no puedo definir con palabras.

A Laura y a Jose, por echarme una mano siempre que lo he necesitado, por todas las conversaciones

y las risas en el zulo!!! ©

A Maite, por haberme ayudado tanto tantas veces, en mi lucha con las PCRs, con el microscopio de
fluorescencia y por avisarme de que el pollo de los lunes de la cafeteria es el mismo que el de los

viernes!!! Brilla estrellita!!! ©

A Vero, por tu apoyo constante, por las innumerables horas extras que me has dedicado, por todo lo
gue me haces reir y porque hay millones de bacterias para las que significas el mundo!!! Y recuerda

que pase lo que pase, sigues siendo genial!!l ©

Pero, sobre todo, al genio de la electrofisiologia, al mago del patch, a un cientifico brillante, a un
profesor ejemplar... es un super tutor y se llama: Rooooberto!!! :D (Quédense con este nombre, hay

que ficharlo!!! ® ) Muchiiiisimas gracias por... por todo!!!

Por otro lado, agradecer a mis compafieras de viaje, “las chochis”, y a “los jovenzuelos”, porque sois

unos grandes amigos.

Y especialmente a mi familia, porque he tenido la mejor suerte del mundo sin jugar a la loteria ©. A
mi hermana, mis padres, mi yaya, mis abuelos, mis tios... porque sois extraordinarios!!! Porque nada
de esto habria sido posible sin vosotros. Porque jamas podré agradeceros todo lo que habéis hecho

y hacéis por mi.



[ndice

INTRODUCCION.......coueeriteuersestsessessestssessessssssesssssasessessasessessenstessssessensssessessassssessassesessensesessessensns 1
EL DOLOR 1evtteeteeetteesitee sttt ssetee sttt e siteesabaeesateessseeesteessteesasseesaseesasteeansaessseesaseesnsteesnsaeensseesaseesnssessnseeensees 1
IMPACTO DEL DOLOR CRONICO EN LA SOCIEDAD ..eeuvveenereesreeessreesseessseesssseesssseesssesenseessssesesssessssessnssessssesensees 1
FISIOPATOLOGIA DEL DOLOR ...ueveeevreesureesreessseessueeesseeessesesssessssessnsesssssessssseesssessnssessssesssssessssessnssessssessssses 2
CANALES IONICOS DE K o..iviiietieteteetee ettt sttt sttt e e sttt ebe s ebe s ebeesese s essesessabesesbensebansesensesesesesens 4
OTRAS APLICACIONES «..vveeeuvreerureestesenureesseeesseeessessssesesssessssesssssessssssnssessssessnsssesssesssssessasessssssssssessssesensses 6
GENERACION DE UNA LINEA CELULAR QUE EXPRESA ESTABLEMENTE LOS CANALES IONICOS KV7.2 Y KV7.3 ............. 6

ANTECEDENTES Y OBJETIVOS.....cccuuutmememmmemmmmmmmmmemmmmmmsesmsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 8

MATERIALES Y IMETODOS ......c..cecveeeeeereeresseesesseeseessesessessessessessessssssessessessessessessesssssssssensessessessanes 9

RESULTADOS.....cceeuuutiiiiiiiierenueesiistiinesssssssssisssimmmesssssssssssttmmmsssssssssssstmsesssssssssssssnessnssssssssssssessnnnes 16
CARACTERIZACION DE CELULAS HEK293 NO TRANSFECTADAS ....vveeiuveeeveeeitreesreeessseesseesasesesssessssessssssesnseeenes 16
LDs5o DE GENETICINA ¢.eevevveeeenseseneerenserenseeree o 00 S0 NS O R WS I B8 BB F 17
TRANSFECCION .vveetiutteeeieutteeseeuteeeseentteeesasteeesanseeesaasseeessasasaesassseessssseessssssesessassesesssssessssnsseessssnseessnnnseees 19

Cotransfeccion 1:1...%.x. " m & S8V H B LN EEELE i e, 21

(@01 g (1 Xy {=Tolol fo] 4 I 13 A ST 23
Transfeccion de mEYFP-Kv7.3 sobre células que eXpresan Kv7.2.............cccveeeeecvveeeecieeeesiivnaenns 26
CARACTERIZACION FARMACOLOGICA DE LA LINEA KV 7.2/MEYFP-KV7.3 DESARROLLADA .....cccvvevveerrrernrennnennnens 31
DISCUSION .....cvetruerrenreessessestesessesseseesessessessssessensesessessessssessaseesessessesessessensesessasensssessassesassasseses 33
CONCLUSIONES Y PROYECCION FUTURA .....cocuieetiiiieiseeesseeessresssessssesssesssesssessssessssssssessssssssasssnns 36

BIBLIOGRAFIA «...eeeeeeeeeeeeeeeeeeeteeesteseeessssessesssseesessssessssssssessssssssessesssssessessssssssssssssesssssssessssssnsens 37



UNIVERSITA
Miguel
Herndndez




Introduccion

El dolor se define como una sefial molesta o desagradable que nos alerta ante la exposicion a
estimulos nocivos tan diversos como: las temperaturas y presiones extremas, la presencia de

moléculas téxicas o de mediadores inflamatorios [1].

Por su importancia, la funcidon biolégica del dolor y sus disfunciones han sido ampliamente
estudiadas. Alteraciones en la via de sefalizacion del dolor conducen a ciertas situaciones
patoldgicas. En un extremo, las personas que no pueden sentir dolor son propensas a desarrollar
infecciones persistentes, autolesionarse y suelen tener una esperanza de vida reducida. En
contraposicidn, si esta sensacion de dolor persiste de forma prolongada, incluso en ausencia de
estimulos nocivos, este mecanismo de alerta dejard de tener una funcién protectora, convirtiéndose

en un serio problema de salud, el dolor crénico [1-3].

" N ON

El dolor crénico es una de las enfermedades con mayor impacto en la poblacidn. Se estima que,
aproximadamente, el 20% de la poblacién europea padece dolor crénico y se considera la principal

causa de incapacidad en Estados Unidos [4, 5].

Se trata de una patologia que reduce significativamente la calidad de vida de las personas
afectadas [4, 5]. En estudios previos realizados en Europa e Israel, se mostré que 2 de cada 3
personas con dolor crénico tenian mas dificultades para dormir. La mitad de los encuestados veian
disminuida su capacidad de caminar y de desempefiar tareas cotidianas con normalidad debido a
esta patologia. Ademas, 1 de cada 5 pacientes habria sido diagnosticado de depresion como

consecuencia de esta enfermedad [6].

Dentro del dambito econdmico, esta enfermedad conlleva una notable reduccion de la
productividad y efectividad de los trabajadores. Este hecho unido al coste sanitario de su
tratamiento, resultan en elevadas pérdidas econdmicas para la sociedad. Sélo en Estados Unidos se
calcula que en 2010, el coste total asociado al dolor estaba comprendido entre 560 y 650 mil
millones de doélares. De esta forma, el coste anual del dolor seria mayor que el asociado a otras

enfermedades como cancer, patologias cardiacas o diabetes [7].



En consecuencia, el dolor crénico presenta una gran implicacidon tanto social como econdmica,
reduciendo notablemente la calidad de vida de un sector muy amplio de la poblacién y resultando

en elevados costes para la sociedad.

Actualmente, debido a su gran incidencia en la poblacién, la busqueda de nuevos fdrmacos mas
eficaces para el tratamiento y prevenciéon del dolor crénico continda siendo un gran reto en
investigacion biomédica. El estudio de los mecanismos moleculares que subyacen al dolor crénico

podria ser la clave para mejorar la calidad de vida de millones de personas.

Desde la deteccién de un estimulo hasta su percepcion como dolor se pueden distinguir 4

etapas distintas: transduccion, transmisidon, modulacién y percepcion.

La transduccidn es el proceso por el cual un estimulo nocivo se convierte en una sefial eléctrica.
Los estimulos nocivos se detectan en unas neuronas primarias aferentes especializadas (fibras A-
delta y fibras C) denominadas nociceptores, que estdn distribuidas por la mayor parte del cuerpo [1].
Si el estimulo supera un determinado umbral, estas neuronas se despolarizaran y dispararan un pulso

eléctrico conocido como potencial de accién.

En la transmision, los impulsos eléctricos generados se dirigiran al asta dorsal de la médula
espinal, a través de estas neuronas primarias aferentes. Desde este punto, se enviaran al tdlamo

desde donde se mandaran al cortex cerebral [8, 9].

Ademas, la sefial del dolor estd sometida a modulacién. Es decir, puede ser amplificada o

inhibida a distintos niveles por mecanismos endégenos o exdgenos.

Finalmente, la percepcidn del dolor consiste en el procesamiento de estos impulsos eléctricos
que llegan al cerebro para traducirlos en una sensacidn dolorosa. La percepcién varia enormemente
entre distintos individuos. De hecho, el entorno, los factores psicolégicos y los factores fisicos de

cada persona pueden influir en la intensidad con que se percibe la sensacién dolorosa.



: anterior cmgulalu
cortex (ACC) ;
insula
prefrontal cortex }

medial thalamus

ateral thalamus

peripheral
tissue

/

As fibre

sympathetic, et

C fibre
L r
axon g .

N =

A" motoaxon

H— medial]
e la(emlr

contical areas

SI, Silin

somatosensory |

cortex

spanothalamic

tract

Figura 1. Esquema de las vias de transmision del dolor periférico [10].

El dolor crénico se percibe por un aumento de la excitabilidad neuronal (hiperexcitabilidad)

debido a una desregulacidn en estas vias de transmision. Esta alteracidon puede deberse a distintas

causas y, en funcidn de ellas, se pueden distinguir tres tipos de dolor: nociceptivo, neuropatico o

inflamatorio.

@l Dolor nociceptivo: la exposicidn intensa o de larga duracién a un estimulo nocivo puede

desencadenar una sensibilizacion de los nociceptores. De esta forma, el umbral de seial

necesario para disparar un potencial de accidn se reduce. Como consecuencia, las personas

con dolor nociceptivo presentaran una respuesta exagerada frente a estimulos nocivos

(hiperalgesia) o detectaran como dolorosos, estimulos que no lo son (alodinia) [11].

@l Dolor neuropatico: la activacion de los nervios periféricos se produce en respuesta a una

lesién neuronal. Esto hace que se generen potenciales de accién que se traducen en sefiales

dolorosas en ausencia de un estimulo nocivo [11].

@l Dolor inflamatorio: se produce como consecuencia de la liberacién de mediadores que

activan la via de sefializacion del dolor tras una inflamacion [12].

Puesto que la transmisién de los potenciales de accidn es comun en estos tres tipos de dolor, a

pesar de las diferencias en los factores causantes, la regulacion de este proceso podria servir para

tratar estas categorias de forma conjunta.

En la transmisién de los estimulos eléctricos participan canales idnicos dependientes de voltaje.

Mas especificamente, canales de sodio (Na*) y canales de potasio (K*). Los canales de Na* se abren en



respuesta a un estimulo que supera el voltaje umbral de activacidn de estos canales. Esto produce el
disparo del potencial de accién. Los canales de K* se encargan de compensar esta despolarizacién

devolviendo el potencial de membrana a su nivel basal [9].
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Figura 2. Estructura de un potencial de accion [13].

De esta manera, en situaciones de hiperexcitabilidad neuronal, como en el dolor crénico, en las
gue se propagan mas potenciales de accidn que en condiciones normales, tanto el bloqueo de estos
canales de Na*, como la activacién de dichos canales de K* servird para reducir la propagacién del

impulso nervioso.

Aunque ambas son importantes estrategias para desarrollar compuestos que traten el dolor
(analgésicos), ante la imposibilidad de abordar ambas estrategias conjuntamente, en este trabajo nos

centraremos solamente en los canales de K*.

Canales ionicos de K+

Actualmente se conoce una gran variedad de canales idnicos de K'. Los canales de K* son
proteinas transmembrana que conducen iones de K* a favor de gradiente electroquimico a través de
la membrana plasmatica. En muchos tipos celulares son los principales determinantes de su
potencial de reposo. Al ser un grupo muy amplio de canales, estan implicados en funciones tan
diversas como el control de la duracion y frecuencia de los potenciales de accién, el transporte de

electrolitos, el control de la secrecidn hormonal o la proliferaciéon celular [14].

De acuerdo con sus caracteristicas fisioldgicas y estructurales, estos canales se pueden dividir en
cuatro grupos distintos: canales de potasio activados por voltaje (Kv), canales de potasio de dos
poros (K2P), canales de potasio activados por calcio (BK¢,) y canales de potasio rectificadores de

entrada (K;,) [14].



De estos cuatro grupos, los canales idnicos Kv constituyen el grupo mas amplio. De hecho, en
humanos se han encontrado 40 genes que codifican para estos canales. Estos canales se caracterizan

porque se activan debido a una despolarizacion de la membrana plasmatica [15].

Este grupo se puede subdividir a su vez en distintas subfamilias, entre las que se encuentran los
canales Kv7. La subfamilia Kv7 estd formada por cinco canales (Kv7.1-7.5), cuatro de los cuales

(Kv7.2-7.5), estan presentes en el sistema nervioso [16].

En nuestro caso, por su implicacién en la transmisién de las sefiales dolorosas, adquieren
especial interés los canales idnicos Kv7.2 y Kv7.3. Ambos canales se asocian formando un
heterotetramero que en muchas neuronas es el principal responsable de generar una corriente de

jones de K* no inactivante, denominada corriente M [17].

Estos canales se encuentran ampliamente distribuidos en el sistema nervioso central y periférico
[15, 16, 18]. En el sistema nervioso periférico regulan la excitabilidad neuronal de las fibras Ay C

(Figura 3).
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Figura 3. Localizacion de los canales Kv7.2 y Kv7.3 en las vias de transmisidn del dolor. Los canales Kv7.2 y Kv7.3 se

encuentran en el nodo de los axones de las fibras A y C que comunican las terminaciones periféricas con el asta dorsal. [14]

Estos canales presentan unas caracteristicas muy especificas que hacen que jueguen un papel

critico en la estabilizacién del potencial de membrana neuronal [19].



En primer lugar, estos canales se activan a potenciales inferiores al umbral de disparo (alrededor
de -60 mV) generando una corriente de salida que se opone a la presencia de una ligera
despolarizacién de la membrana. De esta forma, se consigue estabilizar el potencial de membrana,

recuperando el nivel basal de excitabilidad neuronal.

En segundo lugar, la corriente de salida generada mayoritariamente por los canales Kv7.2/7.3 es
una corriente no inactivante de K'. Al tratarse de una corriente no inactivante, mientras dure un
estimulo excitatorio, esta corriente estara activa compensando la despolarizacién producida por el
estimulo. Esto hace que esta corriente sea esencial para el control de la generacién de potenciales de

accion repetitivos.

Por todo ésto, el heterotetradmero formado por los canales Kv7.2 y Kv7.3 se considera una
potencial diana terapéutica para el tratamiento del dolor crénico. En estas situaciones patoldgicas de
hiperexcitabilidad, una potenciacidon de la corriente M mediante la activaciéon de estos canales,

conseguird restablecer la excitabilidad neuronal a niveles normales.

Si bien nos hemos centrado en el tratamiento del dolor crénico, la modulacion del
heterotetramero Kv7.2/7.3 ha sido descrita adicionalmente como una oportunidad prometedora
para el tratamiento de otras enfermedades ocasionadas por una descarga neuronal excesiva, como la

epilepsia [17].

Otro hecho que indica su importancia en esta enfermedad es que las mutaciones de pérdida de
funcién de estos canales causan una forma de epilepsia denominada convulsiones neonatales

familiares benignas (BFNC) [19].

En condiciones normales, Kv7.2 y Kv7.3 se encuentran en neuronas que expresan
adicionalmente una enorme variedad de canales idnicos distintos que podrian interferir en el estudio
de éstos. Por este motivo, para poder estudiar e identificar activadores especificos de estos canales
idnicos es necesario un vehiculo de expresidn que permita su estudio de forma aislada. Una
estrategia para resolver este problema es el desarrollo de una linea celular que establemente

exprese de forma heterdloga las subunidades Kv7.2 y Kv7.3.



Las lineas celulares estables proporcionan una poblacién de células genéticamente homogénea
que expresa de forma estable una molécula de interés. Actualmente, constituyen una herramienta
de laboratorio esencial para un gran nimero de aplicaciones como la sobreexpresion de proteinas de
interés, el estudio de la funcidn de genes, la produccion de proteinas terapéuticas o experimentales

o el cribado de potenciales farmacos [20].

En este trabajo, con el objetivo de poder estudiar especificamente los canales iénicos Kv7.2 y
Kv7.3 y con el de identificar posteriormente activadores potenciales de los mismos, se ha generado

una linea celular que expresa de forma estable estas dianas terapéuticas.



Antecedentes y Objetivos

Anteriormente, el estudio de los canales idnicos Kv7.2/7.3, como posible diana terapéutica
frente al dolor y a la epilepsia, ya ha sido abordado en numerosos estudios [14, 17, 18, 21]. Sin
embargo, hasta el momento, solamente se han aprobado dos compuestos activadores de estos
canales: la retigabina (RTG) y la flupirtina. La retigabina estd dirigida al tratamiento de crisis
epilépticas de comienzo parcial y la flupirtina se utiliza como analgésico para el tratamiento del dolor

muscoesquelético [22, 23].

No obstante, el tratamiento en humanos con estos compuestos se ha asociado a la aparicién de
notables efectos secundarios adversos. Por ejemplo, para la retigabina, cabe destacar problemas en
la miccidn, prolongacién del intervalo QT, que conlleva a desdrdenes cardiovasculares, y cambio en la
pigmentacién del ojo. Ademads, podria afectar a la transmisién neuronal mediada por el acido
gamma-aminobutirico (GABA) [18]. Por otro lado, la flupirtina se relaciona con problemas de

hepatotoxicidad y en la funcidon reproductora asi como, efectos psicoldgicos negativos [24, 25].

Por este motivo, actualmente se siguen buscando nuevos moduladores de estos canales que

tengan unas propiedades mas apropiadas para su uso en pacientes.

Para abordar este problema, este trabajo se ha enfocado al desarrollo de un sistema celular que
permita el cribado de alto rendimiento de quimiotecas para identificar activadores de estos canales
idnicos que puedan servir para tratar el dolor crénico o la epilepsia. Este sistema serd una linea

celular humana que exprese establemente de forma heterdloga los canales idnicos Kv7.2/7.3.

Los objetivos principales son la generaciéon de una linea celular que exprese establemente los

canales idnicos Kv7.2/7.3; y, su validacidon molecular y electrofisioldgica.



Materiales y Metodos

Cultivo celular de la linea HEK293

Las células HEK293 se cultivaron en medio minimo DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium,
Gibco) suplementado con 10% de Suero Bovino Fetal (FBS), 100 U/mL de penicilina y 100 mg/mL de
estreptomicina (medio completo). Las células se incubaron a 37°C en atmdsfera humidificada con un

5% de CO..
Construcciones de Kv7.2 y mEYFP-Kv7.3

Las construcciones de Kv7.2 y Kv7.3, cedidas por la Unidad de Biofisica del Pais Vasco, se habian
desarrollado empleando vectores de expresiéon pcDNA 3.1. Estos vectores constan de los siguientes
componentes: NeoR: secuencia codificante que confiere resistencia a diversos antibiéticos entre los
gue se encuentra la geneticina G-418. Esta situado “aguas abajo” del promotor SV40. La geneticina
G-418 se ha utilizado como marcador de seleccion de las células transfectadas. MCS: sitio de
clonacién multiple, donde se encuentran gran parte de las dianas de las enzimas de restriccidon.
ori: origen de replicacién. CMV: promotor inmediato-temprano del citomegalovirus humano.

AmpR: ADNc que confiere resistencia a ampicilina, para su amplificacidn en bacterias.

Las secuencias de los ADN complementarios (ADNc) de los canales de interés, Kv7.2 y Kv7.3
humanos, estaban insertadas en vectores distintos, en el sitio de clonacion multiple (MCS) bajo el
control del promotor CMV, para permitir una expresién de alto nivel del ADNc de interés. La
secuencia de Kv7.3 se insertd fusionada al extremo C-terminal del ADNc de la YFP potenciada con la

mutacion A206K (mEYFP).
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Figura 4. Mapa genético de los plasmidos pcDNA 3.1 obtenido desde SnapGene. A) pcDNA 3.1 con la secuencia del ADNc
de Kv7.2.B) pcDNA 3.1 con la secuencia incorporada del ADNc de mEYFP fusionado a la del ADNc de Kv7.3.

LDs, de geneticina

Se sembraron células HEK293 en una placa de 24 pocillos a una concentracidon de 20000 células
por pocillo. Después de 24 horas, se incubaron las células con distintas concentraciones

de 0 a 2000 pg/mL del antibidtico geneticina o G-418 (Gibco), siendo 0 pg/mL el control negativo.



El efecto de la geneticina sobre estas células se determind en base a la viabilidad celular después
de 2, 3 y 6 dias de tratamiento con el antibiético. Como medida de viabilidad celular se estimé la
densidad celular expresada en porcentaje de confluencia mediante observacién de las células en el

microscopio dptico.
Transfeccion

Las células HEK293 se sembraron en placas Petri de 60 x 15 mm de tamafio, 72 horas antes de la
transfeccion. Una vez alcanzado aproximadamente el 90% de confluencia, se procedié a transfectar

las células.

Para la transfeccidn simultanea de las secuencias de los ADNc de Kv7.2 y Kv7.3 (cotransfeccion),
los plasmidos anteriores se incubaron con el reactivo lipofectamina 2000 (Invitrogen) durante
20 minutos en medio minimo DMEM sin suero. La concentracidn final de lipofectamina y de ADN fue
de 13 pg/mL y 1.6 pg/mL, respectivamente. La mezcla de ADN-lipidos se afadié a las células
sembradas y se dejé incubar durante 5 horas. Transcurrido este tiempo, se retird esta mezcla y se

afiadié medio completo DMEM.
En total se realizaron tres transfecciones:

®l Cotransfeccion 1:1, en la que se incubd la misma cantidad de pldsmido con la secuencia del
ADNc de Kv7.2 que con el de Kv7.3.
®i Cotransfeccién 5:1, la concentracién de pldsmido con Kv7.2 fue 5 veces mayor a la de Kv7.3.

®l Transfeccidn de Kv7.3, se incubd Unicamente el plasmido que contenia esta secuencia.
Seleccion

Con el objetivo de obtener una linea celular homogénea, se seleccionaron grupos de células
procedentes de una Unica célula (clones). Transcurridas 48 horas desde la transfeccion, se afiadieron
1000 pg/mL de geneticina para aislar las células que se hubieran transfectado. Dos semanas después,

se seleccionaron diferentes clones utilizando anillos de clonacién (Cloning cylinders, Sigma-Aldrich).

Los clones seleccionados se amplificaron manteniendo la presion selectiva hasta obtener mas de
un millédn de células de cada uno a fin de poderlos analizar. Para el mantenimiento de los clones, se

redujo a la mitad la concentracién de G-418 utilizada (500 pg/mL).

En la transfeccidon de Kv7.3 sobre el clon 18 (ver Resultados), la seleccién de las células de los

clones 19 y 20 se realizé una semana después de resembrar el clon 18.3.



Microscopia de fluorescencia

Para detectar la fluorescencia celular, se utiliz6 un microscopio invertido Nikon eclipse
TE2000-U, equipado con una camara digital CCD DS-1QM. La expresidon de la proteina amarilla
fluorescente (YFP) se observé con un filtro de excitacion de 460-500 nm y un filtro de emisidn de
510-560 nm. Las imdagenes se adquirieron con el programa NIS-Elements AR 3.22.15. Las células se

observaron en contraste de fases y posteriormente con el filtro de fluorescencia citado.

Las células se sembraron 24 horas antes en una placa de 24 pocillos con cristales tratados con

poli-L-lisina (Sigma-Aldrich).
PCR

La Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR) es una técnica que permite la amplificacion
selectiva de determinados segmentos de ADN desde una mezcla compleja. Se trata de un ensayo

enzimatico basado en la capacidad de las ADN polimerasas de replicar ADN [26].

Para que esto ocurra, se necesitan cebadores, secuencias cortas de ADN complementarias a
fragmentos de la secuencia de interés y que hibridan con ésta de forma especifica. La ADN

polimerasa extendera estos cebadores hasta amplificar toda la region de interés.

La extraccidon de ADN gendmico se realizé con el kit de extracciéon de ADN de E.Z.N.A. Blood DNA
Mini Kit Protocols (Omega). La concentracion y pureza de las muestras de ADN obtenidas con este
procedimiento se determinaron con el espectrofotometro NanoDrop 1000 (Thermo Scientific). A fin
de cuantificar la pureza se midieron las absorbancias a distintas longitudes de onda

(260, 280y 230 nm) y con éstas, se calcularon los siguientes ratios:

®i 260/280: valores inferiores a 1.8 sefialan la contaminacion del ADN extraido con proteinas o
distintos reactivos como fenol residual.
®l 260/230: un valor menor a 1.8 indica la presencia de distintos contaminantes en la muestra

como fenol residual o carbohidratos.

Las PCRs se llevaron a cabo con el objetivo de advertir la incorporacidn de los ADNc de interés
en el ADN gendmico de las células transfectadas. Para ello, se utilizd la enzima GoTaq (Promega). La
cantidad de ADN utilizado para todas las reacciones fue de 50 ng. Las secuencias de los cebadores

disefados y la longitud del segmento amplificado para cada gen se muestran en la siguiente tabla.



Tabla 1. Cebadores utilizados para amplificar las secuencias de los ADNc de Kv7.2 y Kv7.3. En esta tabla, se indica el
nombre asignado a cada cebador, su secuencia y la longitud del segmento que amplificaria de cada ADNc cada pareja de
cebadores. F= Forward. R= Reverse.

Longitud del

Cebadores Secuencia de los cebadores segmento
amplificado

Kv7.2F01 | F:5 —CTACCACGCCTACGTGTTCC- 3’
Kv 7.2 147 pb
Kv7.2R02 | R: 5 —CACGAAGTACTCCACGCCAA- 3’
Kv7.3F05 | F:5'-AGGTCACGGAGTATTACCCAAC' - 3'
Kv7.3R06 | R:5'-CGCGTGATGCTACGTCTCT- 3'
Kv7.3F09 | F:5 —CTGGGTCTCTTGGATCGGGT- 3’

Kv7.3R10 R: 5 —GATTTCTGATGTGGATGGTCTGG - 3’

394 pb
Kv 7.3

570 pb

Las condiciones de reacciéon establecidas para la PCR fueron: una etapa inicial de
desnaturalizacion de 2 minutos a 95°C, seguida de 30 ciclos de: 20 segundos a 94°C
(desnaturalizacién), 30 segundos a 60°C (hibridacion) y 1 minuto a 73°C (extension). Después de
estos ciclos, se incluyé una etapa de extension final de 3 minutos a 73°C, seguida de una fase de

refrigeracion a 4°C.

Los productos de la PCR se corrieron mediante electroforesis en un gel al 2% de agarosa tefiido
con gel red (Biotium). Para tener una medida del peso molecular de las bandas del gel se empleé el

marcador de peso molecular GeneRuler 1kb Plus DNA Ladder (Thermo Scientific).

Patch clamp

Desde hace mds de 30 afios, la técnica de patch clamp ha abierto las puertas al estudio de la
actividad eléctrica celular. Este método se fundamenta en el aislamiento de un pequefio parche de
membrana celular dentro de la punta de una pipeta. En el interior de esta pipeta se podrd medir el

paso de corriente a su través [27].

Las pipetas, con las que se realizaron los registros de patch clamp, se prepararon desde capilares
de paredes finas de borosilicato de 1.5 mm de didmetro externo y 1.17 de didmetro interno (Harvard
apparatus capillaries 30-0062 GC100T-10). Se pulieron con llama, utilizando un estirador P-97 (Sutter

Instruments). La resistencia final en las pipetas oscilaba entre 2 — 5 MQ.



Figura 5. Fotografia de una pipeta de patch clamp unida a la membrana de una célula HEK. Esta imagen se obtuvo con un
microscopio invertido utilizando un objetivo 20x.

La composicién de los tampones utilizados se indica a continuacién. La solucidn interna contenia
(en mM): 144 KCl, 2 MgCl,, 10 HEPES, 5 EGTA, ajustado a pH 7.2 con KOH. La solucién externa se
prepard con (en mM): 140 NaCl, 2 MgCl,, 4 KCI, 2 CaCl,, 10 HEPES, 5 Glucose, 20 Manitol, pH 7.40

ajustado con NaOH.

Las células HEK utilizadas en estos experimentos se sembraron en placas de 24 pocillos (a

distintas concentraciones de células) en cristales con poli-L-lisina.

Los registros se llevaron a cabo en configuracién de whole-cell a una temperatura de 25°C. Para
realizar las curvas |-V y G/Gmax se disefié un protocolo de pulsos de 10 mV de -100 a +70 mV con

duracién de 300 ms.

Para obtener las curvas G-V, los valores de corriente obtenidos con el protocolo de pulsos se

convirtieron en valores de conductancia utilizando la siguiente formula:
G=1/(V~Vyg) Ec.(1)

donde G es la conductancia, / es el valor de la corriente medida para cada pulso de voltaje Vy V., es
el potencial de equilibrio del K* dado por la ecuacién de Nernst:
RT ¢t
= ——-In=> Ec.(2)

ed z,F ¢t

en esta ecuacion, z, es la carga del i6n K', cl es la concentracién intracelular de K, cS es la

concentracidn extracelular de K* (en la solucién externa). Elvalor de RT/F a 25°C es 25.6 mV.




Las curvas G/Gmax normalizadas se ajustaron a la ecuacién de Boltzmann:

Gmin
G Gonv (1_(; )
=t h Fe®)
Gméx Gméx (1 + eTO'S

donde G, es la conductancia maxima obtenida a 70 mV, G,,;, es la conductancia minima obtenida a
-100 mV, V5 es el voltaje requerido para activar la mitad de la conductancia maxima, z; es la carga

de apertura, T es la temperatura absoluta y K es la constante de Boltzmann.

El programa utilizado para los registros electrofisioldgicos es PatchMaster. El amplificador usado
es EPC10 con Pulse® software (HEKA Electronic, Alemania). Las corrientes se adquirieron a 20 kHz, la
resistencia del sello oscilaba entre 300 MQ y 1.5 GQ, la capacitancia entre 10 y 30 pF y la resistencia

en serie se compensd entre un 50-80%.

Estudio farmacoldgico

El compuesto retigabina (Sigma-Aldrich), se liofilizd y se disolvié en dimetilsulféxido (DMSO)
para originar un stock a 10 mM. Esta solucién stock se diluyd con la solucién externa para obtener los
distintos valores de concentraciones testados. La concentracion final de DMSO fue < 0.2% del

volumen total.

El efecto de la retigabina sobre Kv7.2/7.3 transfectados se cuantificé midiendo el incremento de
corriente producido tras aplicar concentraciones crecientes de este compuesto (de 0.1 a 20 uM). Los

valores obtenidos se normalizaron dividiéndolos entre la corriente registrada a 20 uM (I oum).

Andlisis de datos

El anadlisis de los resultados se realizo utilizando el programa GraphPad Prism 5.0 (GraphPad, San
Diego, CA, USA). Los resultados se expresan en media + sem o en media + SE. El valor de n

representa el nimero de medidas o células, y N, el nUmero de experimentos independientes.

Para construir las curvas dosis-respuesta a geneticina y a retigabina, los datos se ajustaron a la

ecuacion de Hill modificada:

(Eméx - Emin)
1 + 10(LogECso—X)

Y = Epin + Ec.(4)

donde Epin Y Emmax Son el minimo y el maximo valor de efecto obtenido, respectivamente; y ECs, es

la concentracion que produce la mitad del efecto maximo.



Resultados

Caracterizacion de células HEK293 no transfectadas

En estudios previos se ha descrito la presencia de canales idnicos de K en la linea celular
HEK293 que hemos escogido como sistema de expresién de nuestros canales idnicos de interés. Para
saber si estos canales enddgenos podrian interferir con los canales idnicos Kv7.2/7.3, se caracterizd

electrofisioldgicamente esta linea celular antes de su transfeccidn.

Utilizando la técnica de patch clamp, se cuantificaron las corrientes generadas por los canales
enddgenos tras su activacion por pulsos despolarizantes de voltaje (Figura 6A). Con esta informacion,
se represento la intensidad de las corrientes en funcién del voltaje (curva I-V). A partir de la curva |-V
obtenida (Figura 6B), las medidas de corriente se transformaron en conductancia, lo que permitié

graficar la relacion G/Gmax respecto al voltaje (Figura 6C).

Con estos experimentos, se pudo detectar la activacién por voltaje de corrientes de salida en las
células HEK293. Estas corrientes se compararon con las descritas anteriormente para el
heterotetramero Kv7.2/7.3 en base a los parametros biofisicos l,omy ¥ Vos. La corriente media
registrada a 70 mV para estas células fue de 280 + 20 pA y el voltaje que produjo la apertura de la

mitad de los canales idnicos (Vos) de 3.7 + 0.5 mV (Tabla 7).

Como resultado, el valor de corriente producida por la apertura de los canales idnicos
enddgenos de la linea celular HEK293 a cada voltaje es significativamente distinto a los datos
anteriormente citados para el heterotetramero Kv7.2/7.3 [16]. Ademas, el voltaje de apertura para

los canales endégenos (-30 mV) es mayor que para los canales de interés (~-50 mV).
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Figura 6. Caracterizacion electrofisioldgica de las células HEK293. A) Familia de corrientes activadas por voltaje para las
células HEK293. Corrientes registradas en configuracion de whole-cell utilizando un protocolo de pulsos de 300 ms en
incrementos de 10 mV desde -100 mV a 70 mV (V,= -60 mV). B) Curva I-V de las células HEK293. C) G/Gmax obtenida con
los valores de la curva |-V para las células HEK293 (V4 = -96 mV). Valores expresados en media + SEM; N= 2; n=4.

Con estos datos se concluyd que la corriente producida por los canales idnicos endégenos no
interferird con las medidas de las corrientes debidas a Kv7.2/7.3. De esta forma, en la busqueda de
activadores se podra diferenciar las corrientes producidas por la activacion de estos canales respecto

a las corrientes enddgenas.

Con el objetivo de determinar la concentracién dptima de antibidtico para el proceso de

seleccidn, se testaron distintas concentraciones de geneticina en células HEK no transfectadas.

Para poder cuantificar el efecto del antibidtico, se determiné la confluencia celular tras 2,3y 6
dias del inicio del tratamiento. La confluencia es una medida de densidad celular expresada en

porcentaje. De esta forma, 0% de confluencia correspondera con un 100% de muerte celular.
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Figura 7. Efecto de la geneticina sobre células HEK293 sin transfectar. A. Células en ausencia de geneticina (0 pg/mL)
utilizadas como control negativo. B. Células en presencia de 800 pg/mL de geneticina, 6 dias después de iniciar el
tratamiento. C. Porcentaje de confluencia 2, 3 y 6 dias desde el inicio del tratamiento con geneticina. Las concentraciones
usadas fueron 0, 200, 400, 600, 800, 1000, 1200, 1400, 1600, 1800 y 2000 ug/mL. D. Dosis-respuesta a geneticina en células
HEK293 6 dias después del inicio del tratamiento con geneticina. La curva dosis-respuesta se ajustd a la ecuacion de Hill,
siendo los pardmetros Ez = 100% de confluencia y E,,;,, = 0% de confluencia.

Como resultado, un aumento en la concentracién de geneticina resulté en una reduccién en el
porcentaje de confluencia celular y por ello, un aumento de la muerte celular (Figura 7). Esto implica
que las células HEK293 sin transfectar son sensibles a este antibidtico. Por este motivo, la geneticina
servird para llevar a cabo el proceso de seleccidn de las células que expresen el transgén. Ademas, la
concentracion minima testada de antibidtico que produjo la muerte de todas las células del pocillo

fue de 800 pg/mL. La concentracién que produjo la muerte del 50% de las células (LDsy) fue de

317 £+ 2 pg/mL.

Atendiendo a estos resultados, para garantizar la selecciéon de las células transfectadas se

escogid una concentracién ligeramente superior a la minima eficaz, 1000 ug/mL de geneticina.



Una vez determinada la concentracidon dptima de agente selectivo, se procedid a realizar la
transfeccion. La transfeccién consiste en la liberacion de ADN o ARN exdgeno en el interior de una
célula. Sin embargo, se trata de un proceso con muy baja eficiencia. Esto se debe a la elevada
resistencia que opone la membrana plasmatica celular al paso de moléculas cargadas a su través.
Como los acidos nucleicos que forman el material genético estan cargados negativamente, es
necesario recurrir a métodos que faciliten la entrada del ADN de interés en las células. Existe una
gran diversidad de métodos de transfeccion, pero en este caso, el procedimiento escogido fue la

lipofeccion.

La lipofeccidn se basa en el uso de lipidos cargados positivamente. Al incubar el ADN de interés
con estos lipidos se forman complejos que presentan una elevada afinidad por la membrana
plasmatica. Estos complejos se fusionaran con la membrana plasmatica y liberaran el contenido de

material genético al citoplasma celular.

En este trabajo, para conseguir generar la linea celular Kv7.2/mEYFP-Kv7.3 se realizaron diversas
transfecciones: cotransfecciéon 1:1, cotransfeccion 5:1, y transfecciéon de Kv7.3 sobre el clon que

expresaba Kv7.2.

En el siguiente diagrama de flujo, se muestra la estrategia seguida para la generacién de la linea

celular que expresa establemente las subunidades Kv7.2/7.3.
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Figura 8. Estrategia seguida para la generacién de la linea celular Kv7.2/mEYFP-Kv7.3. Se realizaron tres transfecciones

distintas: cotransfeccidn 1:1, cotransfeccidn 5:1 y transfeccion de Kv7.3 sobre el clon 18.




En primer lugar, se cotransfectaron el plasmido con la secuencia de Kv7.2 y el que contenia la
secuencia de Kv7.3 en la misma proporciéon (relacién 1:1 de Kv7.2/Kv7.3). En esta transfeccidn, se

seleccionaron 6 clones de los cuales se pudieron amplificar 4.

Se aisld el ADN de los clones procedentes de la primera transfeccidén y las concentraciones de

ADN vy la pureza de las muestras se indican en la tabla 2.

Tabla 2. Extraccion de ADN de los clones 1,2, 3y 4.

Clon1 Clon 2 Clon3 Clon4

[ADN] (ng/ul) 124.3 364.2 332.2 207.0
260/280 2.1 1.9 2.0 2.0
260/230 2.6 2.3 2.2 2.1

El ADN extraido se amplifico utilizando la técnica de Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)
con los cebadores Kv7.2F01 y Kv7.2R02, para el ADNc de Kv7.2 humano y, Kv7.3F05 y Kv7.3R06 para
Kv7.3 humano (ver Materiales y Métodos). El producto de esta reaccién se cargd en un gel de
agarosa al 2%. Los fragmentos se separaron en base a su tamafio por electroforesis. El gel obtenido

se muestra en la figura 9.

1 2 34 56 7 89101112 131415

pb
500

Kv 7.3
200

Kv 7.2

Figura 9. Deteccion de las secuencias de Kv7.2 y Kv7.3 en el ADN gendmico de los clones seleccionados. Electroforesis en
gel de agarosa al 2% tefiido con gel red. La posicidn de cada muestra cargada se indica a continuacién: Calle 1. Marcador de
peso molecular. El tamafio de banda del peso molecular estd indicado en pares de bases (pb). Calles 2 y 3. (C1) Clon 1 para
el ADNc de Kv7.2 y de Kv7.3, respectivamente. Calle 4. No se cargd ninguna muestra. Calles 5y 6. (C1) Clon 2 para Kv7.2 y
Kv7.3. Calles 7 y 8. (C3) Clon 3 para Kv7.2 y Kv7.3, respectivamente. Calles 9 y 10. (C4) Clon 4 para Kv7.2 y Kv7.3,
respectivamente. Calles 11 y 12. (C+) Control positivo desde el pldsmido pcDNA 3.1 que contenia la secuencia de Kv7.2 y
Kv7.3, respectivamente. Calle 13. No se cargd ninguna muestra. Calles 14 y 15. (C-) Control negativo desde células HEK293
sin transfectar para Kv7.2 y Kv7.3, respectivamente.



De los cuatro clones examinados, ninguno mostrd sefial tras la amplificacién con los cebadores
Kv7.2F01 y Kv7.2R02. En el control positivo, si se pudo detectar una banda del tamafio esperado
(147 pb) para este ADNc. Estos resultados indicaban que, la ausencia de banda en todos los clones
para el ADNc de Kv7.2, no se debid a un error experimental y, los cebadores, amplificaban

correctamente la secuencia de interés.

En cuanto a Kv7.3, no se pudo obtener informacidn con este gel. La detecciéon de una banda
cercana a 400 pb en el control negativo (realizado con ADN de células HEK293 no transfectadas)
denotaba que los cebadores estaban hibridando con una secuencia presente en el genoma de las
células HEK utilizadas para la transfeccién. De esta forma, no se podia distinguir entre la

incorporaciéon de Kv7.3 transfectado de las células que no lo habian incorporado.

Esto se debid a que las células HEK293, a pesar de no expresar Kv7.3, presentan la secuencia del
gen que lo codifica en su ADN gendmico. Una diferencia fundamental entre el ADN gendmico (ADNg)
y el ADNCc (utilizado en los plasmidos) es la presencia en el ADNg de intrones entre distintos exones.
En consecuencia, para poder distinguir la secuencia de ADNc de Kv7.3 transfectado, que si puede
expresarse, de la de ADNg enddgena, se requiere disefiar los cebadores con una secuencia que
hibride en la unidn de distintos exones. Como los cebadores Kv7.3F05 y Kv7.3R06 no cumplian con
esta caracteristica, estaban amplificando Kv7.3 desde el ADNg, lo que impide la distincién de las

células transfectadas con Kv7.3 de las que no lo habian sido.

De esta forma, los cebadores se redisefiaron abarcando la uniéon de distintos exones. El
procedimiento explicado anteriormente se repitidé exclusivamente para la secuencia de Kv7.3 con los

nuevos cebadores Kv7.3F09 y Kv7.3R10 (ver Materiales y Métodos) (Figura 10).

Esta vez se logré amplificar Kv7.3 en el ADN gendmico en los clones 2, 3 y 4 (Figura 10). Estos
tres clones mostraron una banda ligeramente superior a las 500 pb. El tamafio del segmento
franqueado por estos cebadores era de 570 pb. Esto indica que los clones 2, 3 y 4 habran
incorporado el ADNc de Kv7.3 procedente del plasmido transfectado en su genoma. El clon 1 no

mostré ninguna banda para el ADNc de Kv7.3.



Kv7.3

Figura 10. Deteccion del ADNc de Kv7.3 en el ADN genémico de los clones seleccionados. Electroforesis en gel de agarosa
al 2% tefiido con gel red, donde se cargaron las siguientes muestras: Calle 1. Marcador de peso molecular. El tamafio de
banda del peso molecular esta indicado en pares de bases (pb). Calle 2. (C-) Control negativo desde células HEK293 sin
transfectar. Calle 3. (HEKt) Células HEK293 transfectadas sin aislar en clones. Calle 4. (C+) Control positivo con el plasmido
pcDNA 3.1 que contenia la secuencia del ADNc de Kv7.3. Calle 5. (C1) Clon 1. Calle 6. (C2) Clon 2. Calle 7. (C3) Clon 3.
Calle 8. (C4) Clon 4.

Como resultado, ninguno de los clones aislados parecia haber insertado ni expresado ambos
ADNc simultdaneamente. Ademads, el hecho de que Kv7.2 no se hubiera incorporado en el ADN
gendmico de los clones analizados indicaba una baja eficiencia de transfeccion de Kv7.2 (comparado
con Kv7.3). Por este motivo, se decidié volver a cotransfectar las células con ambos plasmidos pero

utilizando 5 veces mas Kv7.2 que Kv7.3.

En esta transfeccion se lograron aislar 3 clones (Clon 16, 17 y 18). De estos clones se
amplificaron dos (clones 17 y 18). El procedimiento llevado a cabo para el andlisis molecular de los
clones extraidos en la transfeccidn 5:1 (relacién 5:1 de Kv7.2/Kv7.3) fue idéntico al de la transfeccion

1:1. Los datos de la extraccién de ADN de estos clones se muestran en la tabla 3.

Tabla 3. Extraccion de ADN de los clones 17 y 18.

Clon 17 Clon 18
[ADN] (ng/pl) 361.0 322.5
260/280 1.9 2.0
260/230 2.3 2.1

En el gel realizado, para los clones 17 y 18 amplificados con los cebadores para el ADNc de
Kv7.2, se pudieron observar dos bandas de tamafio ligeramente inferior a 200 pb (Figura 11). El
tamanfio de la secuencia de ADNc de Kv7.2 franqueada por los cebadores Kv7.2F01 y Kv7.2R02 es de

147 pb. De esta forma, las bandas observadas corresponderian al segmento de Kv7.2 amplificado.



Como resultado, los clones 17 y 18 habian insertado la secuencia codificante de Kv7.2 en su
genoma. Sin embargo, ninguno incorpord el ADNc de Kv7.3. En conclusidn, utilizando mas proporcion
de Kv7.2 respecto a Kv7.3 tampoco se logré obtener células que incorporaran y expresaran

simultaneamente ambos canales idnicos.
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Figura 11. Deteccion del ADNc de Kv7.2 en el ADN genémico de los clones seleccionados. Electroforesis en gel de agarosa
al 2% tefiido con gel red, donde se cargaron las siguientes muestras: Calle 1. Marcador de peso molecular. El tamafio de
banda del peso molecular esta indicado en pares de bases (pb). Calles 4 y 5. (C-) Control negativo desde células HEK293 sin
transfectar para Kv7.2 y Kv7.3, respectivamente. Calle 6. (C17) Clon 17 para Kv7.2. Calle 7. (C17) Clon 17 para Kv7.3.
Calle 8. (C18) Clon 18 para Kv 7.2. Calle 9. (C18) Clon 18 para Kv 7.3. Calle 10. (C+) Control positivo con el ADN del plasmido
pcDNA 3.1 que contenia la secuencia de Kv7.2. Calle 11. (C+) Control positivo con ADN plasmidico pcDNA 3.1 que contenia
la secuencia de Kv7.3.

Para analizar la expresién de los canales Kv7.2 y Kv7.3 en los clones, se procedid a estudiarlos

utilizando la técnica patch clamp.

Las corrientes producidas por la activacion con voltaje se estudiaron para los clones 17 y 18
(Figura 12). En el clon 17, no se pudo detectar la expresién de Kv7.2. Las corrientes producidas por
estas células (l;omy = 330 & 90 pA, Vos= 0 £ 5, Vapertura= 30 mV) eran idénticas a las corrientes de K*
enddgenas de las células HEK293 (lgmy = 280 £ 20 pA, Vos= -3 £ 4, Vaperura= 30 mV). De esta forma, a
pesar de haberse observado mediante PCR la incorporacién del ADNc de Kv7.2 en este clon

(Figura 11), las células no eran capaces de expresar este canal idnico (Figura 12A).
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Figura 12. Caracterizacion electrofisioldgica del clon 18. A, B) Familia de corrientes idnicas activadas por voltaje para el
clon 17 (A) y el clon 18 (B). Corrientes registradas en configuracién de whole-cell utilizando un protocolo de pulsos de
300 ms en incrementos de 10 mV desde -100 mV a 70 mV (V,=-60 mV). C) Curva I-V de las células HEK293 (linea verde), del
clon 17 (linea roja) y del clon 18 (linea azul). D) G/Gmax obtenida con los valores de la curva |-V para las células HEK293
(linea verde), del clon 17 (linea roja) y del clon 18 (linea azul). V¢, = -96 mV. Valores expresados en media + SEM; N > 2;
n=4.

En el clon 18, se pudo observar una corriente caracteristica de canales idnicos Kv7.2
(Figura 12B). Se trataba de una corriente rectificadora de salida de apertura lenta activada con pulsos
de voltaje. El voltaje de apertura se situd entre -50 y -40 mV. El valor en el que la mitad de los canales
idnicos estan abiertos se extrajo de la grafica G/Gmax resultando en Vg5 = -23 mV+4 mV
(Figura 12D). A 70 mV, se obtuvo una corriente de 1300 + 200 pA. Estos datos, junto a los de la PCR,

indicaban que el clon 18 estaba expresando el canal iénico Kv7.2.



Como resultado, en la cotransfeccién 5:1 tampoco se lograron aislar células que expresaran
ambos canales idnicos. Como se habia logrado aislar un clon que expresaba Kv7.2, el siguiente
enfoque llevado a cabo consistié en la transfeccidn de las células del clon 18 con el plasmido que

contenia la secuencia de mEYFP-Kv7.3.

Como se ha explicado anteriormente, la siguiente estrategia que se siguid para la generacién de
la linea Kv7.2/mEYFP-Kv7.3 consistio en transfectar nuevamente mEYFP-Kv7.3 sobre el clon 18 que

ya expresaba el canal iénico Kv7.2.

En este caso, la geneticina no se podia utilizar como marcador de las células transfectadas,
puesto que ya tenian incorporado el ADNc de NeoR que conferia resistencia a este antibiético. No
obstante, debido a que se habia incorporado la secuencia de mEYFP fusionada al ADNc de Kv7.3 en el
mismo plasmido, las células que emitan fluorescencia como resultado de la expresién de YFP estaran
expresando a su vez Kv7.3 (Ver Materiales y Métodos). Ademds, como la deteccién de fluorescencia
es un método mas rapido y sencillo que su caracterizacién mediante PCR o electrofisiologia, se

procedio a analizar los nuevos clones seleccionados mediante microscopia de fluorescencia.

Para seleccionar las células que expresaban mMEYFP-Kv7.3, se intentaron aislar grupos
homogéneos de células fluorescentes, como se muestra en la figura 13. Si este grupo fluorescente
procede de una Unica célula, probablemente se habra incorporado el plasmido en su genoma, pues

se estard transmitiendo a todas las células descendientes.

Figura 13. Fotografia obtenida en el microscopio de fluorescencia con un objetivo 20x de un clon de células
fluorescentes seleccionado.

Con este procedimiento, se intentaron seleccionar 5 clones (clones 18.1 a 18.5) utilizando anillos

de seleccion. Todos los clones se amplificaron y, un mes después, se volvié a chequear la presencia



de fluorescencia en los mismos. Al ser grupos aislados, se esperaba obtener un resultado
homogéneo. En la tabla 4 se muestra la cantidad de células fluorescentes respecto al total de células,

expresado en porcentaje.

Tabla 4. Porcentaje de células fluorescentes en los clones seleccionados un mes después de la transfeccion.

Clon 18.1 18.2 18.3 184 18.5

% Células
fluorescentes

<1 <1 50 <1 50

Como se puede observar, no se pudo seleccionar ningun clon completamente fluorescente.
Ademas, en los tres grupos de células aislados (18.1, 18.2 y 18.4), la cantidad de células fluorescentes
respecto al total era inferior al 1%. Unicamente en dos de los cinco clones (18.3 y 18.5) la mitad de

las células expresaban YFP.

Debido a esto, se decidié resembrar uno de los clones que tenia mas células fluorescentes, el
clon 18.3, para volver a realizar el proceso de seleccidn. De esta forma, si hay un mayor porcentaje

de células fluorescentes serd mas facil aislar clones completamente fluorescentes.

Siguiendo el mismo procedimiento que en el caso anterior (Figura 13), se obtuvieron vy
amplificaron 2 clones: clon 19 y 20. El porcentaje de células fluorescentes de cada clon se indica en la

tabla 5.

Tabla 5. Cantidad de células fluorescentes respecto al total en cada clon expresado en porcentaje (%).

Clon 19 20
% Células fluorescentes 100 30

De los dos clones seleccionados, en el clon 19 se pudo detectar fluorescencia en todas las células
(% células fluorescentes = 100%). El clon 20, sin embargo, sélo tenian el 30% del total de las células

de la muestra fluorescentes (Tabla 5).

Nuevamente la seleccion del clon 20 no fue la esperada, pues una mayoria de células no emitia
fluorescencia. No obstante, esta vez se consiguid aislar un clon completamente fluorescente (clon
19). Estos datos apuntaban al clon 19 como un posible candidato para albergar los canales iénicos

Kv7.2 y Kv7.3.

En la figura 14 se muestran las imagenes de fluorescencia obtenidas para tres clones: clon 18,
formado por células que soélo expresaban Kv 7.2 (A); clon 18.3, con algunas células fluorescentes (B);

y clon 19 (C), en el que todas las células expresaban YFP. El clon 18 se utilizd6 como control negativo.
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Figura 14. Expresion diferencial de YFP en células HEK procedentes de los clones 18 (A, D), 18.3 (B, E) y 19 (C, F). Imagenes
de microscopia de fluorescencia de las células HEK293 transfectadas con Kv7.2 y Kv7.3 unido a mEYFP. CF: Contraste de
Fases. YFP: Fluorescencia debida a la expresidn de Proteina Fluorescente Amarilla (YFP).

Para verificar estos resultados, se realizaron estudios moleculares y funcionales mediante las
técnicas de PCR y electrofisiologia. Siguiendo el mismo procedimiento explicado anteriormente, se
extrajo el ADN de cuatro clones: el clon que se habia resembrado para volver a seleccionar células

fluorescentes (clon 18.3), y los clones obtenidos desde éste (clones 19y 20).

Tabla 6. Concentraciones de ADN y purezas obtenidas tras el proceso de extraccion de ADN de los clones 18.3, 19 y 20.
Las muestras se habian diluido en 150 puL de agua bidestilada.

Clon 18.3 Clon 19 Clon 20
[ADN] (ng/ul) 93.6 74.0 46.6
260/280 2.1 1.9 1.9
260/230 2.0 1.9 1.9

Los niveles de pureza y concentracion de ADN de cada muestra fueron significativamente
inferiores que en extracciones anteriores (Tabla 6). Este resultado fue debido a la elevada cantidad
de células empleadas para este proceso. Esto condujo a una saturacién de la columna de retencién

de ADN lo que dificulté la consecuciéon de una adecuada extraccion del material genético de las



células. A pesar de esto, tanto las concentraciones de ADN como los niveles de pureza eran

adecuados para llevar a cabo el estudio mediante PCR.

Siguiendo el mismo procedimiento que anteriormente, se realizé una PCR y los fragmentos

resultantes se separaron por electroforesis.
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Figura 15. Deteccion de los ADNc de Kv7.2 y de Kv7.3 en el ADN genémico de los clones seleccionados en la transfeccion
de Kv7.3 sobre el clon 18. Electroforesis en gel de agarosa al 2% tefiido con gel red, donde se cargaron las siguientes
muestras: Calle 1. Marcador de peso molecular. El tamafio de banda del peso molecular estd indicado en pares de bases
(pb). Calles 2 y 3. (C+) Control positivo desde los vectores que contenian las secuencias de Kv7.2 y Kv7.3 respectivamente.
Calles 4 y 5. (C —) Control negativo desde agua bidestilada para Kv7.2 y Kv7.3, respectivamente. Calle 6. Clon 18 para Kv7.2.
Calle 7. Clon 18 para Kv7.3. Calles 8 y 9. Clon 18.3 para Kv7.2 y Kv7.3, respectivamente. Calles 10 y 11. Clon 19 para Kv7.2 y
para Kv7.3, respectivamente. Calle 12. Clon 20 para Kv7.2. Calle 13. Clon 20 para Kv7.3.

En el analisis genético, se detectaron bandas correspondientes a Kv7.2 y Kv7.3 en los clones

18.3, 19y 20 (bandas 8 a 13 del gel, Figura 15).

En todos los clones que contenian células fluorescentes se pudo detectar la presencia de Kv7.3

en su genoma. Estos resultados corroboran los obtenidos mediante microscopia de fluorescencia.

Con el objetivo de confirmar la expresion del heterotetramero Kv7.2/7.3 en el clon 19, se realizé
un estudio funcional mediante la técnica de patch clamp. Para ello, se siguié el mismo protocolo que

para el analisis del clon 18.
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Figura 16. Caracterizacion electrofisiologica del clon 19. A. Corrientes registradas en configuracion de whole-cell utilizando
un protocolo de pulsos de 300 ms en incrementos de 10 mV desde -100 mV a 70 mV (V,,=-60 mV). B. Curva |-V de la
actividad de Kv7.2 y Kv7.3 en las células HEK293 (linea verde), el clon 18 (linea azul) y el clon 19 (linea negra). C. G/Gmax
obtenida con los valores de la curva I-V (V. = -96 mV) para las células HEK293 (linea verde), el clon 18 (linea azul) y el
clon 19 (linea negra). Valores expresados en media + SEM; N=2; n= 6.

En la figura 16 se puede observar la activacion con pulsos despolarizantes de voltaje de
corrientes de entrada no inactivantes de K* (Figura 16A). La corriente media obtenida a 70 mV fue de
4000 =+ 400 pA. En la curva conductancia-voltaje, las corrientes se normalizaron respecto al valor de
corriente (l;omy) Obtenido a 70 mV. De esta gréfica, se determind el valor de V5 = -25+2 mV. La

apertura de estos canales idnicos se situaba entre -50 y -60 mV.

Estas células procedian del clon 18, asi que, para analizar el efecto de la expresidon de Kv7.3
sobre las corrientes generadas sélo por Kv7.2, se compararon los parametros biofisicos entre estos
dos clones. La intensidad de corriente a 70 mV previa a la transfeccion de Kv7.3 era de
1300 + 200 pA (Tabla 7). Después de la transfeccién de mEYFP-Kv7.3, la intensidad de corriente
registrada a 70 mV en estas células fue de 4000 + 400 pA (Tabla 7), aproximadamente tres veces

superior a la obtenida con Kv 7.2. Estos datos concuerdan con los descritos previamente [16].



Tabla 7. Comparacion de los parametros l;o,v Y Vo5 de las corrientes medidas en células HEK293 no transfectadas, en el
clon 17, en el clon 18 y en el clon 19. Media + SE

Células Canal idnico lzomv (PA) Vo5 (mV) n Vapertura
expresado (mV)
HEK 293 Enddgenos 280 + 20 -3+4 4 -30
Clon 17 Enddgenos 330+ 90 0+5 4 -30
Clon 18 Kv 7.2 1300 + 200 -23+4 4 -50 a-40
Clon 19 Kv7.2yKv73 4000 =+ 400 -25+2 6 -60 a -50

Con respecto al clon 18, la apertura del canal se desplazé ligeramente a potenciales mas
negativos. Ademas, el valor de corriente a 70 mV se incrementd aproximadamente tres veces
(Tabla 7). Debido a la potenciacién de Kv7.2 producida por la expresion de Kv7.3, estos datos

indicaban la expresion del heterotetramero Kv7.2/7.3.

Caracterizacion farmacologica de la linea Kv 7.2 /mEYFP-Kv7.3

desarrollada

La retigabina (RTG) se ha descrito en numerosos estudios como un compuesto activador de
estos canales [28-30]. Si las corrientes registradas en el clon 19 son debidas a los canales idnicos
Kv7.2/7.3, seradn sensibles a la aplicacion de la retigabina. Por este motivo, se decidié estudiar el
efecto de la retigabina sobre estos canales y de esta forma, caracterizar farmacoldgicamente la linea

Kv7.2/7.3.

Para ello, se desarrollaron varios protocolos. En primer lugar, se disefié un protocolo continuo a
un voltaje fijo negativo cercano al potencial de activacidn del canal (-55 mV). Con éste, se analizé el
efecto de concentraciones crecientes de retigabina (de 0.1 a 20 uM) sobre la actividad de Kv7.2/7.3.
Entre cada concentracién aplicada, se lavd con tampdn de solucidn externa hasta recobrar el nivel de

corriente que tenia antes de la aplicacion del compuesto (Figura 17A).
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Figura 17. Respuesta de la linea Kv7.2/mEYFP-Kv7.3 frente a retigabina. A. Corrientes idnicas activadas tras la exposicion a
concentraciones crecientes de retigabina (0.1, 1, 10 y 20 uM). Debido a que estos canales idnicos presentan activaciéon por
voltaje, el experimento se realizo al voltaje continuo de -55 mV. Entre cada estimulo se lavd con tampédn solucidn externa
hasta que se restablecié el nivel basal de corriente en ausencia de estimulo. B. Relacidn dosis-respuesta para la activacién
por retigabina. Las corrientes se normalizaron en base al valor de corriente obtenido a 20 UM para reducir la variabilidad
entre células. Estos valores se representaron como funcion de la concentracién de retigabina y se ajustaron a la ecuacién de
Hill, siendo E,,;,=0.233 y E,,,4,=1.023. Datos expresados en media + SEM; N=1; n=4.

En el tratamiento con retigabina a -55 mV, la administracién de este compuesto produjo un
aumento de la corriente observada (Figura 17). Ademas, este incremento fue dependiente de la dosis
administrada. La concentracion en la que se detectd el maximo valor de corriente (700 + 80 pA) es
de 10 pM. A partir de este valor, el valor de corriente fue constante. La concentracién de retigabina
que produjo la activacidon del 50% de los canales idnicos (ECso) se situdé en 0.95 + 0.02 uM. El valor

basal de corriente se recuperé tras un lavado con solucién externa.

En conclusién, los experimentos realizados confirman la expresiéon del heterotetrdmero
funcional Kv7.2/7.3 en el clon 19. De esta forma, se ha conseguido generar una linea celular que

expresa establemente ambos canales idnicos.



Discusion

Para percibir un estimulo nocivo como una sensacién dolorosa se requiere de un proceso muy
complejo en el que estan implicadas una gran cantidad de moléculas. Algunas de ellas y que
actualmente han surgido como dianas terapéuticas para el tratamiento del dolor crénico son

quinasas lipidicas [31], transportadores de glutamato [32] o canales idnicos [33].

En este Ultimo grupo, el de los canales idnicos, encontramos el heterotetramero Kv7.2/7.3 que
participa directamente en la transmisién de las sefales dolorosas y en el cual se ha focalizado este

trabajo.

El estudio de los canales idnicos Kv7.2 y Kv7.3 ya se ha abordado con éxito en multiples estudios

gracias al desarrollo de una linea celular que expresa establemente estas proteinas [29, 30].

En nuestro trabajo, para facilitar la busqueda de analgésicos, se ha seguido con esta estrategia y

se ha construido una linea celular humana Kv7.2/mEYFP-Kv7.3.

Respecto a los resultados obtenidos, a pesar de la presencia de canales idnicos enddgenos en la
linea celular HEK293, concluimos que las corrientes producidas por los mismos no interfieren con las
generadas por los canales Kv7.2/7.3. Esto se debe a que este heterotetramero conduce corrientes
con una intensidad mucho mayor (l;pmy= 4000 + 400 pA) a las corrientes enddgenas
(l;omv= 280 + 20 pA) y se activan a voltajes mas positivos (-30 mV) que los canales Kv 7.2/7.3
(-60 mV). Consecuentemente, si se fija el voltaje de los experimentos en el rango comprendido entre
-60 y -30 mV, los canales enddgenos no estaran abiertos, de forma que se anularan las corrientes

enddgenas, evitando cualquier posible interferencia (Tabla 7).

Un inconveniente al que nos enfrentamos fue la insercién de las secuencias de los ADNc de los
dos canales idnicos en plasmidos con el mismo gen de resistencia a antibiético. Este hecho dificulto la
seleccidn de clones que expresaran ambos canales tras el proceso de cotransfeccion. Sin embargo,
esto se pudo resolver gracias a la presencia de una secuencia testigo como es mEYFP, cuya expresion
produce una proteina que emite fluorescencia. Como el ADNc de Kv7.3 se habia incorporado
fusionada a mEYFP, la expresidn de esta proteina se correlacionaba con la de este canal. Mediante un
microscopio de fluorescencia, detectamos de forma sencilla las células que expresaban mEYFP-Kv7.3,

lo que permitié su aislamiento.

En cuanto al procedimiento seguido para generar la linea Kv7.2/mEYFP-Kv7.3, se realizaron

diferentes protocolos de transfeccion. En primer lugar, se cotransfectaron los ADNc de Kv7.2 y Kv7.3



en idénticas proporciones. Sin embargo, sélo se consiguieron aislar clones que insertaron en su
genoma la secuencia de Kv7.3 lo que sefalaba una baja eficiencia de transfeccidon de Kv7.2. Por este
motivo, se decidié abordar un nuevo enfoque que consistia en la cotransfecciéon de ambas secuencias
pero utilizando una cantidad mucho mayor de Kv7.2. De esta transfeccién, se obtuvo un clon que

expresaba Kv7.2. No obstante, no se detecto la transfeccién de Kv7.3 en estas células.

Ante la dificultad de obtener clones que incorporaran ambos canales simultdneamente, se
decidid hacer de manera secuencial. Se volvié a transfectar el clon que expresaba Kv7.2 sélo con
Kv7.3. Para detectar los clones que hubieran incorporado Kv7.3 y lo expresaran, se observd la
expresion de YFP. Las medidas de fluorescencia concordaron con los resultados obtenidos con las
otras técnicas utilizadas. Esta vez se logro aislar un clon que expresaba el heterotetramero Kv7.2/7.3.
Los datos obtenidos del analisis funcional de este clon coincidian con los descritos anteriormente
para estos canales iénicos. Esto parecia indicar que se habia conseguido construir con éxito la linea

Kv7.2/7.3.

Para caracterizar con mayor profundidad la linea celular Kv7.2/7.3, se llevd a cabo un estudio
farmacoldgico de la misma con el conocido modulador de estos canales idnicos, retigabina [28-30].
De acuerdo a lo descrito anteriormente, se pudo registrar la activacion de corrientes tras la
aplicacion con retigabina. Esto confirmd que las corrientes registradas en el clon 19 procedian de los
canales Kv7.2/7.3 transfectados. Ademads, la sensibilidad frente a la activacion por retigabina,
indicaba que la linea celular generada servird para encontrar nuevos compuestos activadores de

estos canales.

En algunos casos, la deteccidn inicial de Kv7.2 y Kv7.3 por PCR no se correlacioné con los datos
de los registros electrofisioldgicos realizados mediante patch clamp. Esto podria deberse a que para
insertar estas secuencias en el ADN gendmico, las células necesitan linealizar el pldésmido mediante
enzimas de restriccién. Este corte podria haber ocurrido en alguna regién del plasmido necesaria
para la transcripcion de estos ADNc, como por ejemplo, dentro de las secuencias de Kv7.2 y Kv7.3;

esto impediria la generacién de una proteina funcional.

La carencia de un tratamiento satisfactorio para pacientes con dolor crénico, hace que la
aplicacion de esta linea Kv7.2/mEYFP-Kv7.3 en métodos de cribado de alto rendimiento, sea una gran
oportunidad para facilitar la busqueda de compuestos con mejor indice terapéutico que actien

frente a esta patologia.

Como se ha dicho anteriormente, el heterotetramero Kv7.2/7.3, estd implicado en la regulacién

de la actividad de células excitables. Esto implica que el tratamiento de otras patologias causadas por



descarga neuronal excesiva, como la epilepsia, se pueda abordar a través de la modulacién de estos

canales idnicos.

Consecuentemente, la linea Kv7.2/mEYFP-Kv7.3 generada podrd servir para encontrar
simultdneamente nuevos compuestos analgésicos y anticonvulsivos, para el tratamiento del dolor

crénico y de la epilepsia, respectivamente.



Conclusiones y proyeccion futura

Considerando los objetivos iniciales y contrastandolos con los resultados obtenidos en nuestro

trabajo, se han extraido las siguientes conclusiones:

1. En este trabajo se ha desarrollado una linea celular que expresa establemente los canales
ionicos Kv7.2 y Kv7.3 de forma heterdloga.

2. Las caracteristicas funcionales y farmacoldgicas de los canales expresados en esta linea se
ajustan a las propiedades del heterémero Kv7.2 y Kv7.3 descritas en anteriores estudios [16].
Esto sugiere que se trata de un buen sistema para el estudio y el cribado farmacoldgico de

estos canales idnicos.

La linea celular Kv7.2/mEYFP-Kv7.3 desarrollada abrird las puertas a su uso en plataformas de
alto rendimiento como lonFlux™ o mediante la utilizacidon de sondas fluorescentes. Esto facilitard y
acelerara la busqueda de nuevos activadores de estos canales que puedan servir como potenciales

analgésicos o antiepilépticos.
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