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DESCRIPCION

Meétodo para identificar moduladores del receptor de orexina-2 humano.
Campo de la invencion

Esta invencidn se refiere a sistemas de ensayo para identificar moduladores de receptores celulares. En concreto,
la invencion se refiere a ensayos para moduladores del receptor de orexina 2 que utilizan fuentes no recombinantes del
receptor.

Antecedentes de la invencion

La sefializacion de orexinas esta mediada por dos receptores y dos agonistas peptidicos. Los péptidos (orexina A
y orexina B) son productos de escision del mismo gen, pre-pro-orexina. En el sistema nervioso central, se encuentran
neuronas que producen pre-pro-orexina en el nicleo peritrigonal, en el hipotdlamo dorsal y en el hipotdlamo lateral
(Peyron et al., 1998, J. Neurosci. 18: 9996-10015). Las células orexigénicas de estas regiones se proyectan hacia
muchas dreas del cerebro, extendiéndose rostralmente hacia los bulbos olfatorios y caudalmente hacia la médula
espinal (Van den Pol, 1999, J. Neurosci. 19: 3171-3182). Las orexinas se unen a dos receptores de alta afinidad,
denominados como receptores de orexina 1 y de orexina 2. El receptor de orexina 1 es selectivo a favor de la orexina
A, mientras que el receptor de orexina 2 se une a ambas orexinas con afinidades similares.

La amplia distribucién en el SNC de células que producen orexina, asi como de células que expresan los receptores
de orexina, sugiere una implicacién de la orexina en varias funciones fisiolégicas incluyendo alimentacién, bebida,
despertar, estrés, metabolismo y reproduccién. Un estudio reciente que describe una necrosis dirigida de células que
producen pre-pro-orexina sugiere que los papeles fisiol6gicamente mds importantes de las orexinas pueden ser efectos
sobre el despertar, la alimentacion y el metabolismo (Hara et al., 2001, Neuron 30: 345-354).

Varias lineas de pruebas indican que el sistema de orexinas es un modulador importante del despertar. Los roedores
a los que se les administra orexina por via intracerebroventricular pasan mds tiempos despiertos (Piper et al., 2000,
J. Neurosci. 12: 726-730). Los efectos mediados por orexina sobre el despertar se han vinculado con proyecciones
neuronales de orexina hacia neuronas histaminérgicas en el nicleo tuberomamilar (TMN) (Yamanaka et al., 2002,
Biochem. Biophys. Res. Comm. 290: 1237-1245). Las neuronas del TMN expresan el receptor de orexina 2 princi-
palmente y el receptor de orexina 1 en menor grado. Los roedores en los que se ha anulado el gen de pre-pro-orexina
o0 cuyas neuronas orexigénicas se han destruido, presentan ciclos de suefio/vigilia alterados similares a la narcolepsia
(Chemelli et al., 1999, Cell 98: 437-451; Hara et al., 2001, anteriormente). Se ha demostrado que los modelos de
narcolepsia en perros tienen receptores de orexina 2 mutantes o no funcionales (Lin et al., 1999, Cell 98: 365-376).
La narcolepsia humana parece estar ligada a una sefializacién de orexinas deficiente, probablemente relacionada con
una ablacién inmune de neuronas orexinérgicas en el hipotdlamo lateral (Mignot et al., 2001, Am. J. Hum. Genet. 68:
686-699; Minot y Thorsby, 2001; New England J. Med. 344: 692) o, en casos raros, a mutaciones en el gen de orexina
2 (Peyron et al., 2000, Nature Med. 6: 991-997).

Por lo tanto, los trastornos del ciclo de suefio-vigilia son probablemente dianas para la actividad moduladora del
receptor de orexina 2. Los ejemplos de trastornos del suefio-vigilia que pueden tratarse mediante agonistas u otros
moduladores que regulen positivamente los procesos mediados por el receptor de orexina 2 incluyen la narcolepsia,
la desacomodacién horaria (somnolencia) y trastornos del suefio secundarios a trastornos neuroldgicos, tales como
depresién. Los ejemplos de trastornos que pueden tratarse mediante antagonistas u otros moduladores que regulen
negativamente los procesos mediados por el receptor de orexina 2 incluyen insomnio, sindrome de piernas inquietas,
desacomodacién horaria (desvelo) y trastornos del suefio secundarios a trastornos neuroldgicos, tales como manias,
esquizofrenia, sindromes de dolor y similares.

El sistema de orexinas también interacciona con los sistemas de dopamina del cerebro. Inyecciones por via intra-
cerebroventricular de orexina en ratones aumentan la actividad locomotora, el acicalamiento y las estereotipias; estos
efectos conductuales se revierten mediante la administracioén de antagonistas del receptor de dopamina D2 (Nakamura
et al., 2000, Brain Res. 873: 191-187). Por lo tanto, pueden ser ttiles moduladores de orexina 2 para tratar diversos
trastornos neuroldégicos; por ejemplo, agonistas o reguladores positivos para tratar la catatonia, antagonistas o regula-
dores negativos para tratar la enfermedad de Parkinson, el sindrome de Tourette, la ansiedad, delirios y demencias.

Se han descubiertos orexinas y sus receptores tanto en el plexo mientérico como submucoso del sistema nervioso
entérico, en el que las orexinas han demostrado aumentar la motilidad in vitro (Kirchgessner y Liu, 1999, Neuron
24: 941-951) y estimular la secrecién 4dcida gastrica in vitro (Takahashi et al., 1999, Biochem. Biophys. Res. Comm.
254: 623-627). Los efectos de la orexina sobre el intestino pueden estar dirigidos por una proyeccion a través del
nervio vago (van den Pol., 1999, anteriormente), puesto que una vagotomia o la atropina impiden el efecto de una
inyeccidn intracerebroventricular de orexina sobre la secrecion 4cida géstrica (Takahashi et al., 1999, anteriormente).
Por lo tanto, los antagonistas de receptores de orexina u otros reguladores negativos de los sistemas mediados por
receptores de orexina son tratamientos potenciales para tulceras, sindrome del intestino irritable, diarrea y reflujos
gastroesofagicos.
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El peso corporal también puede afectarse por la regulacién mediada por orexinas del apetito y del metabolismo.
Algunos efectos de la orexina sobre el metabolismo y el apetito pueden mediarse en el intestino, en el que, como se ha
mencionado ya, las orexinas alteran la motilidad géstrica y la secrecién acida gastrica. Por lo tanto, los antagonistas
de orexina son probablemente ttiles en el tratamiento del sobrepeso o de la obesidad y de afecciones relacionadas
con el sobrepeso o la obesidad, tales como diabetes resistente a insulina o de tipo II, hiperlipidemia, cdlculos biliares,
angina, hipertension, dificultades para respirar, taquicardia, infertilidad, apnea del suefio, dolor de espalda y de las
articulaciones, venas varicosas y osteoartritis. Por el contrario, los agonistas de orexina son probablemente dtiles
en el tratamiento de un peso insuficiente y de afecciones relacionadas como hipotension, bradicardia, amenorrea e
infertilidad relacionada y trastornos de la alimentacién tales como anorexia y bulimia.

Las orexinas administradas por via intracerebroventricular han demostrado aumentar la presion arterial media y la
frecuencia cardiaca en animales que podian moverse libremente (despiertos) (Samson et al., 1999, Brain Res. 831; 248-
253; Shirasaka et al., 1999, Am. J. Physiol. 277: R1780-R1785) y en animales anestesiados con uretano (Chen et al.,
2000, Am. J. Physiol. 278: R692-R697), con resultados similares. Por lo tanto, los agonistas de receptores de orexina
pueden ser candidatos para el tratamiento de la hipotensidn, la bradicardia y la insuficiencia cardiaca relacionada
con las mismas, mientras que los antagonistas de receptores de orexina pueden ser ttiles para el tratamiento de la
hipertension, la taquicardia y otras arritmias, angina de pecho e insuficiencia cardiaca aguda.

A partir de la discusidn anterior, puede observarse que la identificacién de moduladores de receptores de orexina,
particularmente de moduladores del receptor de orexina 2, serd muy ventajosa en el desarrollo de agentes terapéuticos
para el tratamiento de una gran diversidad de trastornos que estdn mediados por estos sistemas de receptores. Existe
una necesidad en la técnica de métodos mejorados para identificar moduladores del receptor de orexina 2 humano,
particularmente, de métodos que no requieren el uso de moléculas de ADN recombinante que codifiquen el receptor
de orexina 2 humano. Dichos métodos mejorados pueden facilitar el procesamiento rdpido de bibliotecas quimicas
para identificar moduladores del receptor de orexina 2 humano y, preferiblemente, también serdn susceptibles de
automatizacién, proporcionando de este modo ventajas comerciales importantes para el descubrimiento de nuevos
farmacos y el desarrollo de aplicaciones. Se piensa que la presente invencion satisface estas necesidades y proporciona
otras ventajas relacionadas.

Garlton et al., (2001), en un resumen de The Annual Meeting of The Society for Neuroscience, describen la
identificacién del receptor de orexina 2 en ratas. Sakurai et al., (1998) Cell 92: 578-85 describen la identificacién
de los neuropéptidos orexina A y orexina B. Jaszberenyi et al., (2000) describen los efectos de los neuropéptidos
orexina A y orexina B sobre el sistema hipotaldmico-pituitario-adrenal (HPA). El documento WO 01/85693 describe
compuestos que presentan antagonismo de receptores de orexina.

La citacién de una referencia en este documento no debe interpretarse como una admisién de que dicha referencia
es técnica anterior a la presente invencion.

Sumario de la invencion

La presente invencion se refiere a métodos para identificar moduladores del receptor de orexina 2 humano, que
utilizan lineas celulares no recombinantes que expresan el receptor de orexina 2, en los que la linea celular que
expresa el receptor de orexina 2 es la linea celular PFSK-1. En realizaciones tipicas de la invencion, se utilizan células
completas asi como fracciones o componentes de las mismas como fuente no recombinante de receptor de orexina
2 humano. Por lo tanto, las lineas celulares no recombinantes proporcionan suficientes cantidades de receptores de
orexina 2 para realizar ensayos para evaluar compuestos para determinar su capacidad para modular el receptor, sin
requerir el uso de moléculas de dcido nucleico producidas de forma recombinante, que codifican el receptor.

De acuerdo con un aspecto de la invencion, se proporciona un método para identificar compuestos que modulen la
actividad del receptor de orexina 2 humano. El método comprende combinar un supuesto modulador de la actividad
del receptor de orexina 2 humano con receptores de orexina 2 humanos, contenidos en el interior de membranas
de células DFSK-I que poseen de forma no recombinante el receptor de orexina 2 humano, y medir un efecto del
modulador sobre la actividad del receptor de orexina 2 humano. En una realizacidn, los receptores de orexina 2
humanos estdn contenidos en el interior de membranas de células intactas. En otra realizacién, los receptores de orexina
2 estan contenidos en el interior de estructuras de membranas tales como fragmentos de membranas aislados, vesiculas
unilaminares y vesiculas multilaminares. Pueden realizarse diversos tipos de ensayos dentro de este aspecto de la
invencién. En una realizacion, el efecto medido es la unién del supuesto modulador a los receptores de orexina 2. En
otra realizacion, el efecto medido es la competicién del supuesto modulador con un ligando conocido del receptor de
orexina 2 humano para la unién a los receptores. En otra realizacidn, el efecto medido es la modulacién de un segundo
mensajero intracelular del receptor de orexina 2 humano, tal como AMPc, Ca*™ o un producto génico indicador. En
una realizacién preferida, el segundo mensajero intracelular es Ca** y se detecta con un indicador fluorescente de
Ca™.

También se describe en este documento un kit para usarlo en la identificacién de compuestos que modulen la
actividad del receptor de orexina 2 humano. El kit comprende tipicamente receptores de orexina 2 humanos contenidos
en el interior de membranas de células que poseen el receptor de orexina 2 humano e instrucciones para el uso de los
receptores para identificar compuestos que modulen la actividad del receptor de orexina 2 humano. Los kits pueden
comprender células intactas que posean receptores de orexina 2 humanos. También pueden comprender componentes
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adicionales tales como ligandos conocidos del receptor de orexina 2, reactivos para detectar un efecto de un supuesto
modulador sobre la actividad del receptor de orexina 2 y/o uno o mds tampones o diluyentes para practicar un ensayo
para identificar compuestos que modulen la actividad del receptor de orexina 2 humano.

También se describen en este documento compuestos identificados usando los métodos descritos anteriormente,
en los que no se sabia anteriormente que dichos compuestos eran moduladores de un receptor de orexina 2 humano.
Dichos compuestos pueden ser agonistas, antagonistas o agonistas inversos de un receptor de orexina 2 humano o
pueden modular un canal de Ca** activado por el receptor de orexina 2 humano.

Aspectos adicionales describen en este documento composiciones farmacéuticas que comprenden un vehiculo far-
macéuticamente aceptable y compuestos identificados por los métodos anteriores. También se proporcionan métodos
de uso de estas composiciones farmacéuticas para tratar pacientes de afecciones mediadas por el receptor de orexina 2.
En una realizacidn, una afeccién mediada por una elevada cantidad o actividad de un receptor de orexina 2 humano se
trata mediante la administracién de una composicién farmacéutica de un tipo que disminuye la cantidad o la actividad
del receptor de orexina 2. Dichas afecciones incluyen trastornos de la transicién suefio/vigilia, insomnio, hiperme-
tabolismo, hipertension, taquicardia, obesidad, enfermedad de Parkinson, sindrome de Tourette, ansiedad, delirio y
demencia. En otra realizacion, una afeccién mediada por una baja cantidad o actividad de un receptor de orexina 2
humano se trata mediante la administracién de una composicién farmacéutica de un tipo que aumente la cantidad o la
actividad del receptor de orexina 2. Dichas afecciones incluyen narcolepsia, desacomodacion horaria, hipometabolis-
mo, hipotensién, bradicardia y falta de apetito.

Breve descripcion de los dibujos

Figura 1: Muestra la inhibicién dependiente de la dosis de 100 nM del ligando del receptor de orexina 2, orexina
B, mediante el inhibidor A del receptor de orexina 2, medida por el Ca*™ intracelular en células PFSK-1. Cuadrados
oscuros = Orexina B sola; tridngulos blancos = Orexina B en presencia de inhibidor A.

Figura 2: Muestra la inhibicién dependiente de la dosis de 100 nM del ligando del receptor de orexina 2, orexina
B, mediante el inhibidor B del receptor de orexina 2, medida por el Ca** intracelular en células PFSK-1. Cuadrados
oscuros = Orexina B sola; tridngulos blancos = Orexina B en presencia de inhibidor B.

Figura 3: Muestra la inhibicién dependiente de la dosis de 100 nM del ligando del receptor de orexina 2, orexina
B, mediante los inhibidores C y D del receptor de orexina 2, medida por el Ca** intracelular en células PFSK-1.
Cuadrados oscuros = Orexina B sola; tridngulos blancos = Orexina B en presencia de inhibidor C; cuadrados blancos
= Orexina B en presencia de inhibidor D.

Descripcion detallada de la invencion

La presente invencion proporciona métodos para la identificacion de compuestos que tienen la capacidad de mo-
dular la actividad del receptor de orexina 2 humano. Tipicamente, se piensa que métodos como los que se describen
en este documento requieren células que expresen un receptor recombinante. Sin embargo, los inventores han deter-
minado que estos métodos pueden llevarse a cabo sin el uso de moléculas de 4acido nucleico producidas de forma
recombinante que codifiquen el receptor de orexina 2 humano. En su lugar, puede utilizarse la linea celular no re-
combinante PFSK-1, que produce el receptor de orexina 2 (disponible de la Coleccién Americana de Cultivos Tipo,
N° de acceso ATCC CRL-2060). Pueden identificarse otras lineas celulares de este tipo usando métodos definidos,
como se describen a continuacién. Los moduladores del receptor de orexina 2 que pueden identificarse mediante los
métodos que se describen en este documento incluyen agonistas, antagonistas y agonistas inversos. Como se usa en
este documento, el término “modulador” se refiere a un agente que aumenta o disminuye la cantidad o la actividad
de un receptor. Pueden ser moduladores cualquier tipo de molécula, incluyendo, pero sin limitacién, ADN, ARN,
péptidos, proteinas o moléculas orgdnicas o inorgdnicas no proteicas. El término “agonista” se refiere a un compuesto
que se une a un receptor, dando como resultado un efecto biolégico asociado con la actividad del receptor. El tér-
mino “antagonista” se refiere a un compuesto que bloquea al menos un efecto biolégico asociado con la actividad
de un receptor (habitualmente por unién al receptor). El término agonista inverso se refiere a un compuesto que se
une a un receptor constitutivamente activo y reduce un efecto bioldgico asociado con la actividad constitutiva del
receptor.

Los moduladores identificados en los ensayos que se describen en este documento son ttiles, por ejemplo, como
agentes terapéuticos, agentes profildcticos y agentes de diagndstico. Las indicaciones para los agentes terapéuticos
incluyen, pero sin limitacién, efectos sobre el despertar, alimentacién, metabolismo, narcolepsia, secreciones hormo-
nales, estrés y efectos sobre el sistema reproductor. En concreto, pueden usarse moduladores que aumenten la cantidad
o la actividad de receptores de orexina 2, identificados usando los métodos de la presente invencion, para tratar afec-
ciones tales como narcolepsia, bradicardia, hipotension, hipometabolismo y trastornos de la alimentacién o del apetito
que conducen a afecciones de peso insuficiente. Se espera que los moduladores que disminuyen la cantidad o la acti-
vidad del receptor de orexina 2 sean utiles en el tratamiento de afecciones tales como insomnio, sindrome de piernas
inquietas, dolor, taquicardia, hipertension, angina de pecho, infarto de miocardio, asma, obesidad, fertilidad (control
de la natalidad), infertilidad, amenorrea (dietética, emocional, patoldgica, o debida a estrés), desequilibrio de liquidos,
ulceras, diarrea, estrefiimiento, sindrome del intestino irritable o diversas formas de disquinesia.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2303912 T3

Un modo de entender como estan implicados los receptores de orexina 2 humanos en todos estos procesos fisiol6gi-
cos es desarrollar moduladores quimicos (agonistas, antagonistas y agonistas inversos) del receptor como herramientas
de investigacidn y entidades terapéuticas. Se usan células hospedadoras no recombinantes que expresan el receptor de
orexina 2 humano, tales como la linea celular PFSK-1, para proporcionar materiales para un método de exploracién
para identificar dichos agonistas y antagonistas. De este modo, esta invencién muestra directamente un modo para
identificar nuevos agonistas y antagonistas del receptor de orexina 2 humano que pueden demostrar ser ttiles como
herramientas de investigaciéon o que pueden usarse como terapéuticos para tratar trastornos que implican directa o
indirectamente a receptores de orexina 2.

La linea celular PFSK-1 se ejemplifica en este documento para los ensayos de la presente invencién. La linea
celular PFSK-1 es una linea celular de tumor neuroectodérmico primitivo humano del hemisferio cerebral (Fults
et al. (1992) J. Neuropath. Exp. Neurol. 51: 272-280). Se identificé que la linea celular expresaba el receptor de
orexina 2 a través de una exploraciéon de microseries de ADN del ARNm producido por un gran nimero de lineas
celulares. Se confirmé que la linea celular PFSK-1 producia cantidades de receptor de orexina 2 suficientes para ser
adecuada para el uso en los ensayos que se describen en este documento. Puesto que la linea celular PFSK-1 fue la
unica identificada como adecuada en la exploracién inicial de microseries de ADN de los inventores, estd claro que
pueden usarse rondas adicionales de dicha exploracién para identificar otras lineas celulares adecuadas de acuerdo con
metodologias convencionales. Ahora que se ha identificado una linea celular, otras lineas celulares que se identifiquen
posteriormente podrdn compararse con las células PFSK-1 para determinar si producen suficiente receptor de orexina
2 para ser adecuadas para el uso en la presente invencion.

Los ensayos para detectar interaccion o modulacion de compuestos del receptor de orexina 2 humano incluyen,
pero sin limitacion, ensayos de unién a ligando directos, ensayos de unién a ligando competitivos (o de desplazamien-
to) o ensayos funcionales que miden la respuesta del receptor al ligando, por ejemplo, por medicién de los cambios
en segundos mensajeros intracelulares. Cada uno de estos ensayos puede realizarse usando células intactas. Algunos
de los ensayos, por ejemplo, ensayos de unién o de competicién, pueden realizarse sobre membranas que contienen
receptores de orexina 2 aisladas de las células. Como se sabe en la técnica, pueden utilizarse fragmentos de membranas
o vesiculas que comprendan el receptor para este tipo de ensayo.

Un sistema de ensayo preferido de la invencion utiliza células PESK-1 vivas y la medicién de un segundo mensaje-
ro intracelular como indicador de la capacidad de compuestos candidatos para modular el receptor de orexina 2. En una
realizacion, se mide un cambio en el Ca** intracelular a través de la accion de proteinas Gq; por ejemplo, mediante fluo-
rescencia, como se describe en detalle a continuacién. En otra realizacidn, se obtiene un segundo mensajero en células
PFSK-1 mediante la transfeccion de las células con construcciones génicas que confieren expresion de proteinas Ga
quiméricas (Conklin et al., 1993, Nature 363: 274-276; Milligan y Reese, 1999, Trends Pharmacol. Sci. 20: 118-124).

Un sistema de ensayo ejemplar de la invencién utiliza células PFSK-1 vivas y la medicién de cambios en el Ca**
intracelular, segtin se vea afectado por compuestos moduladores candidatos. La unién de receptores de orexina 2 por
agonistas aumenta la concentracion intracelular de i6n calcio libre a través de la activacién de una proteina Gq y
de la apertura de canales de calcio del plasmalema activados por voltaje (van den Pol ef al., 1988, anteriormente).
Este efecto se controla usando un indicador fluorescente de Ca**, tal como Fluo-3Am (TefLabs, Austin, Texas) y un
instrumento como el FLIPR (Fluorescent Imaging Plate Reader) de Molecular Devices (Sunnyvale, California).

En resumen, se cultivan células PFSK-1 y se mantienen como se describe en el Ejemplo 1 a continuacién. Las
células retiran de placas de cultivo de tejidos confluentes con tripsina-EDTA y se siembran en placas multipocillo (por
ejemplo, Packard Viewplates, Meriden, Connecticut). Se cultivan células adherentes hasta la confluencia y después
se cargan con el colorante fluorescente. Se elimina el medio de cultivo completo de la placa y se afiade la solucién
del indicador de fluorescencia a cada pocillo. La placa se mantiene durante un tiempo predeterminado en condicio-
nes apropiadas de cultivo de células. Se realizan mediciones de cambios en las concentraciones de calcio intracelular
usando el instrumento FLIPR. El momento de la adicién del compuesto estd determinado por el tipo de ensayo (ex-
ploracién de agonistas, determinacion de la eficacia agonista o de la CEs,, exploracion de antagonistas o ensayo de
pKg del antagonista) y por las cinéticas de velocidad del compuesto o compuestos de ensayo, como entenderd un
especialista en la técnica.

Para un ensayo de pKy del antagonista convencional usando el FLIPR, el dispositivo se ajusta para que registre
60 exposiciones a intervalos de un segundo y, después, 20 exposiciones a intervalos de 6 segundos. Se afiade un
volumen y una concentracién apropiados de compuesto, control o agonista después de las diez primeras exposiciones.
Se recopilan datos estadisticos apropiados (tales como la suma, la sefial mdxima, o la sefial midxima - minima para
cada pocillo) que describen en la magnitud de la respuestas mediante el programa informatico del FLIPR o por medios
similares que usan archivos de datos sin procesar generados por el programa informatico del FLIPR.

Con los fines de la exploracién, pueden ensayarse compuestos a una dosis individual para determinar el porcentaje
de estimulacion o el porcentaje de inhibicion de la sefializacion de Ca*™ intracelular, en comparacién con un estimulo
agonista de orexina conocido. En una exploracion de agonistas, se afiaden los controles positivos y negativos a una
columna de la placa separada de los compuestos de ensayo. En una exploracion de antagonistas, tipicamente, los
compuestos se administran a los pocillos de ensayo, se incuban para permitir la unién y después se afiade un estimulo
agonista de orexina a los pocillos de ensayo. El control para la exploracién de antagonistas incluye controles positivos
y negativos para indicar la respuesta fluorescente a un agonista completo, asi como las medidas basales.
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Se analiza el agonismo para determinar tanto la eficacia (en comparacién con un agonista de orexina de control)
como la CEjs. Para este tipo de ensayo, una placa individual multipocillo puede contener tanto una respuesta a la dosis
del compuesto de ensayo como una respuesta a la dosis de un agonista de orexina de control.

El antagonismo se analiza calculando los valores de Kg y pKg para compuestos que se haya descubierto que inhiben
los aumentos en las concentraciones de Ca** intracelular en las células. Esto se lleva a cabo mediante la determinacién
de la CE;, de un agonista de orexina y la comparacion de los valores de Cls, determinados a partir de las diluciones de
un compuesto o compuestos antagonistas en una placa individual multipocillo de células PFSK-1 cargadas con Fluo-
3 AM o un colorante similar. En este caso, en todos los pocillos excepto en los usados para determinar la CEs, del
agonista, se administra la misma concentracién del agonista de orexina.

Después se determina la Ky segtin Cheng y Prusoff (1973), Biochem. Pharmacol. 22: 3099-3108, usando la férmula
siguiente:

Ky = Clsy/(1 + ({agonista}/CEs))

Puesto que la unidén del receptor de orexina 2 por un agonista conduce a la apertura de canales de i6n calcio en
la membrana, podrian usarse otros medios conocidos por los especialistas en la técnica para ensayar la actividad del
receptor de orexina en células PFSK-1. Los ejemplos de dichos métodos incluyen el uso de colorantes fluorescentes
sensibles a voltaje (tales como los usados en el FLIPR Membrane Potencial Assay Kit de Molecular de Devices), téc-
nicas de pinzamiento zonal y similares. De forma similar, podrian usarse estos métodos para seleccionar moduladores
del canal de Ca** pertinente.

La presente invencion también se refiere a métodos para explorar compuestos de ensayo que se sospeche que son
moduladores del receptor de orexina 2 para compuestos que modulen la expresién del ADN o ARN que codifica el re-
ceptor de orexina 2 humano, asi como la funcién de la proteina receptora in vivo. Pueden ser compuestos que modulen
estas actividades ADN, ARN, péptidos, proteinas o moléculas orgdnicas o inorgdnicas no proteicas. Los compuestos
pueden modular por aumento o disminucién de la expresién del ADN o ARN que codifica el receptor de orexina 2 o
de la funcién de la proteina receptora. Pueden detectarse compuestos que modulen la expresion del ADN o ARN que
codifica el receptor de orexina 2 o la funcién de la proteina receptora de orexina 2 mediante una diversidad de ensayos
que utilizan células PFSK-1 y/o fracciones o componentes de las mismas. La presencia o la cantidad de ARNm que
codifica el receptor de orexina 2 de células que lo contienen puede medirse de acuerdo con métodos convencionales,
incluyendo, pero sin limitacién, andlisis de transferencia de “Northern” y PCR cuantitativa. La presencia o la cantidad
de proteina receptora de orexina 2 también pueden medirse por métodos convencionales, tales como transferencia de
“Western”, inmunoprecipitacién o métodos similares. Se han descrito anteriormente ensayos para medir la funcién en
los que la funcién se indica por la capacidad del receptor para transducir una sefial, es decir, para producir un segundo
mensajero intracelular. El ensayo puede ser un simple ensayo de “si/no” para determinar si existe un cambio en la
expresion o funcién. El ensayo puede hacer cuantitativo por comparacién de la expresion o funcién de una muestra de
ensayo con los niveles de expresién o funcién en una muestra patrén. Los moduladores identificados en este proceso
son ttiles como agentes terapéuticos, herramientas de investigacién y agentes de diagndstico.

Como se describe en este documento, pueden prepararse kits que contengan proteina receptora de orexina 2 humana
producida por o procedente de células PFSK-1. Dichos kits se usan para caracterizar o identificar compuestos que
tienen la capacidad o la actividad de modular la actividad del receptor de orexina 2 humano. Dicha caracterizacién es
util para una diversidad de objetivos, incluyendo, pero sin limitacidn, el descubrimiento de formacos y el desarrollo de
farmacos para identificar nuevos farmacos que modulen la actividad del receptor de orexina 2 humano.

Pueden prepararse kits que contengan la proteina receptora de orexina 2 a partir de células PFSK-1, puesto que
generalmente estas preparaciones serdn Utiles para analizar y/o caracterizar la actividad en una gran diversidad de
compuestos heter6logos. Dichos kits serdn particularmente beneficiosos, por ejemplo, para investigadores en el des-
cubrimiento de genes para la expresion de nuevos compuestos como moduladores de la proteina receptora de orexina
2. Dicho kit comprenderia un vehiculo compartimentalizado adecuado para mantener bien confinado al menos un en-
vase. El vehiculo comprenderia ademads reactivos tales como proteina receptora (en el interior de membranas o en el
interior de células completas o vivas) o compuestos de control adecuados para detectar la modulacion de las proteinas
receptoras de orexina 2. El vehiculo también puede contener un medio para la deteccién tal como ligandos marcados,
antigenos marcados o sustratos enzimdticos o similares. Dichos kits también se usan para detectar la presencia de la
proteina receptora o de fragmentos peptidicos en una muestra. Dicha caracterizacién es qtil para una diversidad de
objetivos, incluyendo, pero sin limitacion, andlisis forenses, aplicaciones diagnésticas y estudios epidemioldgicos.

Como se describe en este documento, pueden formularse composiciones farmacéuticamente titiles, que compren-
den moduladores de la actividad del receptor de orexina 2 humano, de acuerdo con métodos conocidos tales como
mediante la mezcla de un vehiculo farmacéuticamente aceptable. Pueden encontrarse ejemplos de dichos vehiculos
y métodos de formulacién en Remington’s Pharmaceutical Sciences. Para preparar una composicién farmacéutica-
mente aceptable adecuada para una administracion eficaz, dichas composiciones contendrdn una cantidad eficaz de la
proteina ADN, ARN o modulador como el ingrediente activo.

Como se describe en este documento, se administran composiciones terapéuticas o de diagndstico identificadas
usando los métodos de la presente invencién a un individuo en cantidades suficientes para tratar o diagnosticar tras-
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tornos en los que esté indicada la modulacién de la actividad relacionada con el receptor de orexina 2 humano. La
cantidad eficaz puede variar de acuerdo con una diversidad de factores, tales como la afeccién del individuo, el pe-
so, el sexo y la edad. Otros factores incluyen el modo de administracién. Las composiciones farmacéuticas pueden
proporcionarse al individuo por una diversidad de vias tales como intravenosa, intraperitoneal, intranasal, subcutdnea,
tépica, oral e intramuscular.

La expresion “derivado quimico” describe una molécula que contiene restos quimicos adicionales que normalmente
no son parte de la molécula basica (es decir, un modulador del receptor de orexina 2 identificado por los métodos de
la invencién). Dichos restos pueden mejorar la solubilidad, la vida media, la absorcidn, etc. de la molécula bdsica.
Como alternativa, los restos pueden atenuar los efectos secundarios indeseables de la molécula bésica o disminuir la
toxicidad de la molécula bdsica. Se describen ejemplos de dichos restos en una diversidad de textos, tales como en
Remington’s Pharmaceutical Sciences.

Pueden usarse en solitario compuestos identificados de acuerdo con los métodos que se describen en este documen-
to a dosificaciones apropiadas, definidas mediante ensayos de rutina para obtener una estimulacién o una inhibicién
optima del receptor de orexina 2 o de su actividad, al tiempo que se minimice cualquier toxicidad potencial. Ademads,
puede ser deseable la coadministracién o la administracion secuencial de otros agentes. Se describen en este documen-
to formulaciones farmacéuticas tépicas, orales, sistémicas y parenterales adecuadas para usar en los nuevos métodos
de tratamiento usando compuestos identificados a través de la presente invencidn. Las composiciones que contienen
compuestos o moduladores, identificados de acuerdo con esta invencidn, como el ingrediente activo para usar en la
modulacién de receptores de orexina 2 pueden administrarse en una gran diversidad de formas de dosificacién te-
rapéuticas en vehiculos convencionales para la administracion. Por ejemplo, los compuestos o0 moduladores pueden
administrarse en dichas formas de dosificacién orales como comprimidos, cdpsulas (incluyendo cada una formulacio-
nes de liberacion temporalizada y de liberacién sostenida), pildoras, polvos, granulos, elixires, tinturas, soluciones,
suspensiones, jarabes y emulsiones o mediante inyeccidén. Asimismo, también pueden administrarse en forma intrave-
nosa (tanto embolada como en infusion), intraperitoneal, subcutdnea, tépica con o sin oclusién o intramuscular, usando
todas formas bien conocidas por los especialistas en la técnica farmacéutica. Puede emplearse una cantidad eficaz pero
no téxica del compuesto deseado como un agente modulador del receptor de orexina 2.

La dosificacién diaria de composiciones identificadas de acuerdo con los métodos que se describen en este do-
cumento puede variarse en un amplio intervalo de 0,01 a 1.000 mg por paciente, por dia. Para la administracién por
via oral, las composiciones se proporcionan preferiblemente en forma de comprimidos marcados o no marcados que
contienen 0,01, 0,05, 0,1, 0,5, 1,0 2,5, 5,0, 10,0, 15,0, 25,0 y 50,0 miligramos del ingrediente activo para el ajuste
sintomético de la dosificacion al paciente que se va a tratar. Habitualmente se suministra una cantidad eficaz del fér-
maco a un nivel de dosificacion de desde aproximadamente 0,0001 mg/kg hasta aproximadamente 100 mg/kg de peso
corporal por dia. El intervalo es, mas particularmente, de aproximadamente 0,001 mg/kg a 10 mg/kg de peso corporal
por dia. Las dosificaciones de los moduladores del receptor de orexina 2 se ajustan cuando se combinan para conseguir
los efectos deseados. Por otro lado, las dosificaciones de estos diversos agentes pueden optimizarse de forma indepen-
diente y combinarse para conseguir un resultado sinérgico en el que se reduzca la patologia mds que si cualquiera de
los agentes se usara en solitario.

Ventajosamente, pueden administrarse compuestos o moduladores identificados de acuerdo con los métodos de
la presente invencién en una dosis diaria individual, o la dosis diaria total puede administrarse en dosis divididas de
dos, tres o cuatro veces diarias. Ademads, estos compuestos pueden administrarse en forma intranasal a través del uso
tépico de vehiculos intranasales adecuados o a través de vias transdérmicas, usando las formas de parches dérmicos
transdérmicos bien conocidas por los especialistas en la técnica. Para que se administre en forma de un sistema de
administracion transdérmico, la administracion de la dosificacién serd, por supuesto, continua en lugar de intermitente
durante todo el régimen de dosificacién.

Para el tratamiento de combinacién con mds de un agente activo, en el que los agentes activos estdn en formu-
laciones de dosificacion separadas, los agentes activos pueden administrarse de forma concurrente o cada uno puede
administrarse por separado en momentos escalonados.

El régimen de dosificacién que utilizan los compuestos o moduladores identificados de acuerdo con la presente
invencién se selecciona de acuerdo con una diversidad de factores que incluyen tipo, especie, edad, peso, sexo y
afeccion médica del paciente; la gravedad de la afeccidon que se trata; la via de administracion; la funcion renal y
hepatica del paciente; y el compuesto en particular de los mismos que se emplea. Un médico o veterinario especialista
puede determinar ficilmente y prescribir la cantidad eficaz del formaco que se requiere para prevenir o contrarrestar el
avance de la afeccion. Una precision Optima en conseguir concentraciones de farmaco dentro del intervalo que produce
eficacia sin toxicidad requiere un régimen basado en la cinética de la disponibilidad del farmaco en los sitios diana.
Esto implica tener en cuenta la distribucién, el equilibrio y la eliminacién de un farmaco.

Pueden formar el ingrediente activo composiciones o moduladores identificados de acuerdo con los métodos que se
describen en este documento, y se administran tipicamente junto con diluyentes, excipientes o vehiculos farmacéuticos
adecuados (en conjunto denominados en este documento como materiales de “vehiculo”) seleccionados conveniente-
mente con respecto a la forma deseada de administracion, es decir, comprimidos, capsulas, elixires, jarabes orales y
similares, y coherente con las practicas farmacéuticas convencionales.
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Por ejemplo, para la administracién por via oral en forma de un comprimido o capsula, el componente de farma-
co activo puede combinarse con un vehiculo inerte oral no téxico y farmacéuticamente aceptable, tal como etanol,
glicerol, agua y similares. Ademds, cuando se desee o sea necesario, también pueden incorporarse en la mezcla aglu-
tinantes, lubricantes, agentes disgregantes y agentes colorantes adecuados. Los aglutinantes adecuados incluyen, pero
sin limitacién, almidén, gelatina, azdcares naturales tales como glucosa o beta-lactosa, edulcorantes de maiz, gomas
naturales y sintéticas tales como goma ardbiga, de tragacanto o alginato sédico, carboximetilcelulosa, polietilenglicol,
ceras y similares. Los lubricantes que se usan en estas formas de dosificacién incluyen, sin limitacién, oleato sédico,
estearato sodico, estearato de magnesio, benzoato sédico, acetato sédico, cloruro sédico y similares. Los disgregantes
incluyen, sin limitacién, almidén, metilcelulosa, agar, bentonita, goma de xantano y similares.

Para formas liquidas, el componente de fairmaco activo puede combinarse en agentes de suspension o de dispersion
convenientemente aromatizados, tales como las gomas sintéticas y naturales, por ejemplo, de tragacanto, goma arabi-
ga, metilcelulosa y similares. Otros agentes de dispersion que pueden emplearse incluyen glicerina y similares. Para
la administracién por via parenteral, se desean suspensiones y soluciones estériles. Se emplean preparaciones isoté-
nicas que generalmente contienen conservantes adecuados cuando se desea una administracién por via intravenosa,
intraperitoneal, intramuscular o subcutdnea.

Pueden mezclarse preparaciones tdpicas que contienen el componente de fairmaco activo con una diversidad de
materiales de vehiculo bien conocidos en la técnica, tales como, por ejemplo, alcoholes, gel de aloe vera, alantoina,
glicerina, aceites de vitamina A y E, aceite mineral, propionato de miristilo PPG2 y similares para formar, por ejemplo,
soluciones alcohdlicas, limpiadores topicos, cremas limpiadoras, geles dérmicos, lociones dérmicas y champuis en
formulaciones de crema o de gel.

Los compuestos o moduladores identificados de acuerdo con la presente invencién también pueden administrarse
en forma de sistemas de administracién de liposomas, tales como vesiculas unilaminares pequefas, vesiculas unilami-
nares grandes y vesiculas multilaminares. Pueden formarse liposomas a partir de una diversidad de fosfolipidos, tales
como colesterol, estearilamina o fosfatidilcolinas.

También pueden administrarse compuestos identificados de acuerdo con la presente invenciéon mediante el uso
de anticuerpos monoclonales como vehiculos individuales a los que se unen o acoplan las moléculas de compuesto.
Los compuestos o moduladores identificados mediante la presente invencién también pueden acoplarse con polimeros
solubles como vehiculos farmacoldgicos dirigibles. Dichos polimeros pueden incluir polivinilpirrolidona, copolimero
de pirano, polihidroxipropilmetacril-amidofenol, polihidroxi-etilaspartamidofenol, o polietil-eneoxidopolilisina sus-
tituida con restos palmitoilo. Ademds, los compuestos o moduladores identificados de acuerdo con los métodos de
la presente invencién pueden acoplarse a una clase de polimeros biodegradables utiles para conseguir una liberacién
controlada de un farmaco, por ejemplo, acido polilactico, caprolactona, poliépsilon, dcido polihidroxibutirico, polior-
toésteres, poliacetales, polidihidro-piranos, policianoacrilatos y copolimeros reticulados o en bloque anfipaticos de
hidrogeles.

Para la administracién por via oral, los compuestos o moduladores pueden administrarse en forma de cdpsulas,
comprimidos o embolados o0, como alternativa, pueden mezclarse en el pienso del animal. Las cdpsulas, comprimidos
y bolos estin compuestos por el ingrediente activo junto con un excipiente vehiculo apropiado tal como almidén,
talco, estearato de magnesio o fosfato dicdlcico. Estas formas de dosificacién unitarias se preparan mezclando intima-
mente el ingrediente activo con ingredientes inertes adecuados en polvo fino, incluyendo diluyentes, cargas, agentes
disgregantes y/o aglutinantes, de tal modo que se obtenga una mezcla uniforme. Un ingrediente inerte es uno que no
reaccionard con los compuestos o moduladores y que no serd téxico para el animal que se estd tratando. Los ingredien-
tes inertes adecuados incluyen almiddn, lactosa, talco, estearato de magnesio, gomas y aceites vegetales y similares.
Estas formulaciones pueden contener una cantidad ampliamente variable de los ingredientes activos e inactivos, de-
pendiendo de numerosos factores tales como el tamaiio y el tipo de la especie animal a tratar y el tipo y la gravedad de
infeccién. El ingrediente activo también puede administrarse como un aditivo en el pienso mezclando simplemente el
compuesto con la materia prima o aplicando el compuesto en la superficie del pienso. Como alternativa, el ingrediente
activo puede mezclarse con un vehiculo inerte y, después, la composicion resultante puede mezclarse con el pienso
y suministrarse directamente al animal. Los vehiculos inertes adecuados incluyen harina de maiz, harina de citricos,
residuos de fermentacion, arenas de soja, granos secos y similares. Los ingredientes activos se mezclan intimamente
con estos vehiculos inertes por molienda, agitacion, trituracién o volteo, de tal modo que la composicion final contenga
del 0,001 al 5% en peso del ingrediente activo.

Como alternativa, los compuestos o moduladores pueden administrarse por via parenteral mediante inyeccion de
una formulacién que consiste en el ingrediente activo disuelto en un vehiculo liquido inerte. La inyeccién puede ser
intramuscular, intravenosa, intraperitoneal, intrarruminal, intratraqueal o subcutdnea. La formulacién inyectable con-
siste en el ingrediente activo mezclado con un vehiculo liquido inerte apropiado. Los vehiculos liquidos aceptables
incluyen los aceites vegetales tales como aceite de cacahuete, aceite de semilla de algoddn, aceite de sésamo y simi-
lares, asi como disolventes orgdnicos tales como solketal, glicerol formal y similares. Como una alternativa, también
pueden usarse formulaciones parenterales acuosas. Los aceites vegetales son los vehiculos liquidos preferidos. Las
formulaciones se preparan por disolucién o suspension del ingrediente activo en el vehiculo liquido de tal modo que
la formulacién final contenga del 0,005 al 10% en peso del ingrediente activo.
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Es posible la aplicacion tépica de los compuestos o moduladores a través del uso de un brebaje liquido o de un
champt que contiene los presentes compuestos 0 moduladores como una solucién o suspensién acuosa. Estas formu-
laciones contienen generalmente un agente de suspension tal como bentonita y, normalmente, también contendran un
agente antiespumante. Son aceptables formulaciones que contienen del 0,005 al 10% en peso del ingrediente activo.
Son formulaciones preferidas las que contienen del 0,01 al 5% en peso de los presentes compuestos o moduladores.

Ejemplo 1
Cultivo y mantenimiento de células PFSK-1

Se obtuvieron células PFSK-1 de la Colecciéon Americana de Cultivos Tipo (CRL-2060; Manassas, VA) y se
cultivaron como se describe en Fults ef al., (1992, anteriormente). Se cultivaron células sobre placas de cultivo de
tejidos de 10 6 15 cm (Coming, Inc., Coming, Nueva York) en medio RPMI 1640 que contenia Hepes 25 mM y L-
glutamina (Gibco/InVitrogen, Carlsbad, California) suplementado con suero bovino fetal al 10% (HyClone, Logan,
Utah), penicilina G 50 u/ml y sulfato de estreptomicina 50 u/ml. Las células cultivadas en placas de 10 cm se cultivaron
en 10 ml de medio completo y las células cultivadas en placas de 15 cm se cultivaron en 30 ml de medio completo. Las
células se pasaron cada tres a cinco dias a una dilucién 1:5 retirando el medio por aspiracién, afiadiendo 2 ml/placa
de una solucidn de tripsina-EDTA de Gibco/Invitrogen, retirando por aspiracién la solucidn, incubando a temperatura
ambiente durante cinco minutos y dispersando las células en placas recién preparadas usando medio completo recién
preparado. Después, las células se mantuvieron en incubadores ajustados para mantener 37°C y CO, al 5%.

Ejemplo 2
Ensayo de fluorescencia de ion calcio intracelular en células PFSK-1

Células PFSK cultivadas y mantenidas como se ha descrito en el Ejemplo 1 se retiraron de un placa de cultivo
de tejidos confluente con tripsina-EDTA, como se ha descrito anteriormente, y se sembraron en una placa de 96
pocillos Packard Viewplate (Meriden, Connecticut) a 50.000 células/pocillo en 100 ul/pocillo de medio completo. Al
dia siguiente las células, que se habian adherido a la Viewplate y habian crecido hasta la confluencia, se cargaron
con el colorante fluorescente Fluo-3. Para preparar la solucién de Fluo-3, se mezclaron 20 ul de Fluo-3 AM 2,3 uM
con 20 ul de detergente F-127 al 20% (Molecular Probes, Eugene, Oregon) y esa mezcla se mezclé en 10 ml de
D-MEM: F12 de Gibco/Invitrogen. Después, se retird el medio de cultivo completo de la Viewplate y se afiadieron
100 g1 de la solucién de Fluo-3M a cada pocillo. Se afiadieron los inhibidores A, B, C o D del receptor de orexina
2 apropiadamente diluidos (compuestos de ensayo, diluidos en solucidn salina de Dulbecco tamponada con fosfato)
inmediatamente después del Fluo-3, como estaba establecido, y después la placa se incubd a temperatura ambiente
durante 60 minutos. Se afiadieron los compuestos de ensayo a los pocillos en un vehiculo isoténico de pH neutro, tal
como solucién salina de Dulbecco tamponada con fosfato.

Ejemplo 3
Andlisis de los efectos de compuestos de ensayo sobre ion calcio intracelular en células PFSK-1

Después de la etapa de incubacién descrita en el Ejemplo 2, se midieron los cambios en las concentraciones de
calcio intracelular usando el instrumento FLIPR (Molecular Probes, Eugene, OR). El dispositivo FLIPR se ajustd
para registrar 60 exposiciones a intervalos de un segundo y después 20 exposiciones a intervalos de 6 segundos. El
pipeteador del FLIPR se ajusté para que administrase 30 ul de orexina B concentrada o de control de tampdn después
de las primeras diez exposiciones. Se analizaron los datos usando el la sefial mdxima menos la sefial minima para cada
pocillo, en unidades arbitrarias de fluorescencia. Los valores de fluorescencia se analizaron adicionalmente usando el
programa Prism de GraphPad (San Diego, California) para determinar la CEs, de la orexina B y la Cls, del inhibidor
de orexina A a un estimulo de orexina B 100 nM.

Se analizé el antagonismo calculando los valores de Ky y pKg para los compuestos que se descubrié que inhibian
los aumentos en las concentraciones de Ca** intracelular en las células. Esto se llev6 a cabo determinando la CEs,
de un agonista de orexina y comparando los valores de Cly, determinados a partir de diluciones del compuesto o
compuestos antagonistas en una placa individual multipocillo de células PFSK-1 cargadas con Fluo-3 AM.

Después, se determiné la Ky usando la férmula de Cheng y Prusoff. Los resultados de tres experimentos separados,
que ensayaban los inhibidores A, B, C y D del receptor de orexina 2, se muestran en la Figura 1 (inhibidor A), Figura
2 (inhibidor B) y Figura 3 (inhibidores C y D). Se midié la inhibicién dependiente de la dosis de 100 nM de orexina B
por cada compuesto; los resultados se muestran en la tabla siguiente.
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Inhibidor | Clso (nM) CE5o de Dosis de | Kg (nM) pKs
orexinaB | orexinaB
(nM) (nM)
A 477 6,2 100 28 7,6
B 32 7.4 100 2,2 8,7
C 1000 13 100 120 6,9
D{ >10.000 13 100 >1200 <5,9

Se han descrito y ejemplificado en este documento ciertas realizaciones de la invencién. La invencién no se limita a
las realizaciones descritas y ejemplificadas, sino que es susceptible de variaciones y modificaciones dentro del alcance
de las reivindicaciones adjuntas.
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REIVINDICACIONES

1. Un método in vitro para identificar compuestos que modulen la actividad del receptor de orexina 2 humano, que
comprende:

(a) combinar un supuesto modulador de la actividad del receptor de orexina 2 humano con receptores de orexina
2 humanos contenidos en el interior de membranas de células que poseen de forma no recombinante el receptor de
orexina 2 humano, en el que las células que poseen el receptor de orexina 2 humano son células PFSK-1; y

(b) medir un efecto del modulador sobre la actividad del receptor de orexina 2 humano.

2. El método de la reivindicacién 1, en el que los receptores de orexina 2 humanos estdn contenidos en el interior
de membranas de células intactas.

3. El método de la reivindicacién 1, en el que los receptores de orexina 2 humanos estdn contenidos en el interior
de estructuras de membrana seleccionadas del grupo constituido por fragmentos de membranas aislados, vesiculas
unilaminares y vesiculas multilaminares.

4. El método de la reivindicacidn 1, en el que el efecto medido en la etapa (b) es la unién del supuesto modulador
a los receptores de orexina 2.

5. El método de la reivindicacién 1, en el que el efecto medido en la etapa (b) es la competicién del supuesto
modulador con un ligando conocido del receptor de orexina 2 humano para la unién a los receptores.

6. El método de la reivindicacién 2, en el que el efecto medido en la etapa (b) es la modulacién de un segundo
mensajero intracelular del receptor de orexina 2 humano.

7. El método de la reivindicacién 6, en el que el segundo mensajero intracelular se selecciona del grupo constituido
por AMPc, Ca** y un producto génico indicador.

8. El método de la reivindicacion 7, en el que las células se transfectan con una construccién de ADN de proteina
aGa.

9. El método de la reivindicacion 7, en el que el segundo mensajero intracelular es Ca*™*, detectado con un indicador
fluorescente de Ca*.

10. El método de la reivindicacién 1, adaptado para reconocer al supuesto modulador como un agonista, antagonista
0 agonista inverso del receptor de orexina 2.
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Figura 1
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Figura 2
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Figura 3
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