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DESCRIPCION

Deteccion de NO mediante el uso de la produccion de guanilil ciclasa y de cGMP como sistema de lectura.
Introducciéon

La via L-arginina-6xido nitrico interviene en una gran variedad de procesos fisioldgicos (Mayer, B. y otros, 1997;
Vallance, P. y otros, 2002; Wendy, K. y otros, 2001), como, por ejemplo, la regulacién de la presién sanguinea, la
agregacion plaquetaria o la defensa del huésped contra agentes patégenos. El 6xido nitrico (NO) puede ser producido,
por ejemplo, por la sintasa de 6xido nitrico (NOS), la cual comprende un grupo de enzimas que existen en tres
isoformas distintas de NOS: eNOS, nNOS e iNOS (Janssens, S.P. y otros, 1992; Marsden, P.A. y otros, 1992; Nakane,
M. y otros, 1993; Geller, D.A. y otros, 1993; Sherman, P.A. y otros, 1993; Charles, I.G. y otros, 1993; Maier, R. y
otros, 1994; Chartrain, N.A. y otros, 1994).

Para influir en enfermedades relacionadas con la actividad de la NOS (p.ej. enfermedad pulmonar obstructiva cré-
nica (EPOC), arterioesclerosis, curacién de heridas) es necesario modularla. Por tanto hacen falta sustancias capaces
de modular la actividad de 1a NOS y para ello se necesita, p.ej., un ensayo compatible de mdximo rendimiento que sea
suficientemente sensible para determinar si una sustancia puede modular la actividad de la NOS.

A continuacién se representa la conocida reaccién de NOS con arginina, en presencia de NADPH, FAD, FMN y
biopterina, que da citrulina, NO y NADP* (Griffith, O.W. y otros, 1995; Mayer, B. y otros, 1995; Stuehr, D.J. y otros,
1991; Klatt, P. y otros, 1993; Feldmann, P.L. y otros, 1993; Marletta, M.A., y otros, 1994; Pufahl, R.A. y otros, 1993;
Clement, B. y otros, 1993;):

Arginina + NOS > Citrulina + NO + NADP*

NADPH,
FAD, FMN,

biopterina

Para verificar si la actividad de la NOS ha sido realmente alterada es esencial medirla. Para medir la actividad de
un enzima NOS hay que detectar el consumo de arginina, la produccion de citrulina o la generacién de NO.

Actualmente solo se conocen sistemas de ensayo que son incompatibles con los sistemas de cribado miniaturizados
de gran rendimiento. Para la medicién de arginina o citrulina solo se dispone de sistemas radiactivos (Mayer y otros, J.
Biol. chem. 1998, vol. 273, n° 6, pags. 326A - 3270). Para colmo de males dichos sistemas solo son fidedignos cuando
hay grandes dosis de arginina o citrulina y por eso su correspondiente miniaturizacién no puede dar resultados. Otros
sistemas no pueden emplearse en una campaiia de cribado, porque hay una sustancia objeto del ensayo que interactia
de forma no especifica con sustancias del sistema (Powell D. y Williams D., 2002).

Como el NO solo permanece estable durante pocos segundos no se considera una lectura idénea. Los sistemas de
deteccién de NO comercialmente disponibles han fallado como técnica de lectura en el cribado de alto rendimiento
(Misko T.P. y otros 1993).

Para comprobar la actividad de NOS mediante una campaiia de alto rendimiento de cribado de fairmacos hace falta
un formato de ensayo sensible y miniaturizable.

Descripcion de la presente invenciéon

Hasta la fecha el 6xido nitrico (NO) se consideraba una lectura inadecuada, porque solo es estable durante unos
pocos segundos. La presente invencién ofrece un método para detectar NO, que es sorprendentemente factible con un
nuevo método de deteccion de la presente invencion.

La guanilil ciclasa es una diana fisiolégica del NO. La guanilil ciclasa es activada por NO varios cientos de veces.
En presencia de GTP una guanilil ciclasa activada de tal modo cataliza la generacién de cGMP. Por lo tanto el NO
provoca la generacién de cGMP. Como se revela en la presente invencién, esta transduccién de sefial puede utilizase
sorprendentemente en direccion inversa para la deteccion cuantitativa de NO.

Hemos establecido un formato de ensayo, compatible con el cribado de alto rendimiento, para detectar la actividad
de la sintasa de 6xido nitrico (NOS), usando guanilil ciclasa y cGMP como sistema de amplificacién y lectura en
la deteccion de NO. Nuestro plan de ensayo es el siguiente: para generar NO se utiliza enzima NOS obtenida por
expresion recombinante, enzima NOS purificada a partir de una fuente natural o bien se trabaja con un sistema de
ensayo de base celular que contenga NOS. La adicién de guanilil ciclasa soluble al sistema incrementa la activacién
del enzima guanilil ciclasa, lo cual provoca la generacién de GMP ciclico, que después se detecta con un sistema de
deteccién de cGMP. Como sistemas de deteccién de cGMP se pueden usar p.ej. los que hay disponibles en el comercio.
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Este sistema de deteccién es absolutamente sensible para el NO, porque la activacién de la guanilil ciclasa produce
un aumento de cGMP. Como una guanilil ciclasa activada es capaz de generar varias moléculas de cGMP tenemos un
efecto amplificador que puede solventar la cuestion de la sensibilidad.

Por lo tanto la presente invencién proporciona una base técnica para remediar una carencia que existia hace mucho
tiempo: un ensayo para determinar si una sustancia es capaz de modular la actividad de la NOS. Asi pues la presente
invencion también ofrece un ensayo de la actividad de la NOS, que es compatible con un cribado de alto rendimiento
(HTS) y que sirve para una campaiia de cribado de fairmacos.

Segtn la presente invencion, sintasa de oxido nitrico (NOS) es un enzima seleccionado de un grupo formado por
i-NOS (NO sintasa inducible, II), e-NOS (NO sintasa endotelial, III) y n-NOS (NO sintasa neuronal, I).

Segin la presente invencion, actividad de la sintasa de oxido nitrico (NOS) es la que cataliza la formacién de
NO por conversion de arginina en citrulina, acompafiada del desprendimiento de NO. Segtin la presente invencidn, la
actividad de la NOS incluye cualquier otro tipo de conversién de cualquier otra sustancia, que genere NO.

Un substrato segiin la presente invencion es cualquier sustancia que puede transformarse mediante NOS en cual-
quier otra sustancia, siempre que se produzca NO. Una sustancia preferida de la presente invencién es la arginina.

Una sustancia sometida a ensayo para comprobar si es un modulador de NOS, segin la presente invencion, es
cualquier molécula quimica pequeiia, péptido o anticuerpo.

Segtn la presente invencion, un modulador es un inhibidor o un activador conforme a la presente invencion.

Segtn la presente invencion, un inhibidor de la actividad de la sintasa de 6xido nitrico puede identificarse en un
método conforme a la presente invencion por un nivel reducido de cGMP, que puede medirse en la solucién a la cual
se afiadio la sustancia sometida a ensayo (en la etapa (c)).

Segtn la presente invencion, un activador de la actividad de la sintasa de 6xido nitrico puede identificarse en un
método conforme a la presente invencién por un mayor nivel de cGMP, que puede medirse en la solucién a la cual se
afiadié la sustancia sometida a ensayo (en la etapa (c)).

Un método conforme a la presente invencidn se caracteriza por las siguientes etapas:
- proporcionar una solucién que contenga NO;

- afladir guanilil ciclasa y guanosin trifosfato (GTP) en unas condiciones que permitan la sintesis de guanosin
monofosfato ciclico (cGMP);

- medir el cGMP con un anticuerpo capaz de fijarse a cGMP.

Dicho método puede emplearse para detectar NO en solucién. Ademds dicho método puede usarse en un cribado
de alto rendimiento. Por lo tanto, la presente invencion proporciona un método para detectar 6xido nitrico (NO) en
un formato de alto rendimiento (HTS) caracterizado por la realizacién de dicho método. Este método puede llevarse
a cabo empleando una placa que tenga como minimo 96 pocillos, con mayor preferencia una placa de 384 o de 1536
pocillos. También se prefiere el uso de un chip como plataforma de reaccioén y/o de lectura.

En una forma de ejecucidn, la presente invencién proporciona un método para medir actividad de la sintasa de
6xido nitrico, que se caracteriza las siguientes etapas:

(a) proporcionar una solucién que contenga una sintasa de 6xido nitrico y un substrato adecuado en las condi-
ciones que permitan la sintesis de 6xido nitrico;

(b) afadir guanilil ciclasa y GTP en las condiciones que permitan la sintesis de cGMP;
(c) medir el cGMP con un anticuerpo capaz de fijarse al cGMP.

Dicho método puede usarse en un cribado de alto rendimiento. Por lo tanto la presente invencidn proporciona un
método para medir la actividad de sintasa de 6xido nitrico (NOS) en un formato de alto rendimiento (HTS) caracteri-
zado por la realizacién de dicho método. Este método puede realizarse usando una placa que tenga como minimo 96
pocillos, con mayor preferencia una placa de 384 o de 1536 pocillos. También se prefiere el empleo de un chip como
plataforma de reaccién y/o de lectura.

En otra forma de ejecucion, la presente invencién proporciona un método para determinar si una sustancia es
moduladora de la actividad de sintasa de 6xido nitrico conforme a la presente invencion, el cual se caracteriza las
siguientes etapas:
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(a) proporcionar una primera solucién que contenga una sintasa de 6xido nitrico y un substrato adecuado en
las condiciones que permitan la sintesis de 6xido nitrico;

(b) proporcionar una segunda solucién que contenga una sintasa de 6xido nitrico y un substrato adecuado en
las condiciones que permitan la sintesis de 6xido nitrico;

(c) afiadir una sustancia objeto de ensayo a la primera o a la segunda soluciodn;

(d) afadir guanilil ciclasa y GTP en las condiciones que permitan la sintesis de cGMP a la primera y a la
segunda solucién;

(e) medir cGMP en la primera y en la segunda solucion;

(f) comparar los niveles de cGMP de la primera y de la segunda solucién, donde un modulador de la actividad
de una sintasa de 6xido nitrico se identifica por distintos niveles de cGMP.

El método para medir cGMP, segtin la presente invencidn, usa un anticuerpo capaz de fijarse al cGMP.

Dicho método puede usarse en un cribado de alto rendimiento. Por tanto la presente invencién proporciona un
método para determinar si una sustancia es un modulador de la actividad de la sintasa de 6xido nitrico (NOS) en un
formato de alto rendimiento (HTS) caracterizado por la realizacién de dicho método. Este método puede realizarse
utilizando una placa que tenga al menos 96 pocillos, con mayor preferencia una placa de 384 o de 1536 pocillos.
También se prefiere el empleo de un chip como plataforma de reaccién y/o de lectura.

En otra forma de ejecucion todos los métodos anteriormente mencionados de la presente invencién comprenden
ademads superéxido dismutasa (SOD), que puede afiadirse junto con la guanilil ciclasa y el GTP.

Todos los métodos de la presente invencidn se pueden usar en ensayos de cribado de alto rendimiento.

El método de la presente invencion también proporciona un kit para determinar si una sustancia es un modulador
-es decir, un activador o un inhibidor- de la actividad de NOS, y lleva:

guanilil ciclasa, GTP y un anticuerpo capaz de fijarse al cGMP.

En una forma de ejecucion mas preferida dicho kit de la presente invencion comprende ademads superéxido dismu-
tasa (SOD).

En una forma de ejecucién de maxima preferencia dicho kit de la presente invencién lleva ademads sintasa de 6xido
nitrico (NOS) escogida de un grupo formado por i-NOS, e-NOS y n-NOS. Este kit puede llevar ademds superéxido
dismutasa (SOD).

En otra forma de ejecucidn la presente invencién también proporciona un kit para medir actividad de sintasa de
6xido nitrico (NOS) que comprende: guanilil ciclasa, GTP y un anticuerpo capaz de fijarse al cGMP.

En una forma de ejecucion mds preferida dicho kit de la presente invencion comprende ademads superéxido dismu-
tasa (SOD).

En una forma de ejecucién de maxima preferencia dicho kit de la presente invencién lleva ademds sintasa de 6xido
nitrico (NOS) escogida de un grupo formado por i-NOS, e-NOS y n-NOS. Este kit puede llevar ademds superéxido
dismutasa (SOD).

La presente invencidon proporciona ademds otro kit para detectar 6xido nitrico (NO), que comprende: guanilil
ciclasa, GTP y un anticuerpo capaz de fijarse al cGMP. En una forma de ejecucién mds preferida dicho kit de la
presente invencién comprende ademads superéxido dismutasa (SOD).

Los siguientes ejemplos estdn pensados para ilustrar la presente invencién, pero no deben interpretarse como
limitacién. No obstante los ejemplos describen las formas de ejecucién mas preferidas de la presente invencion.
Ejemplos
Ejemplo 1
Descripcion del ensayo

Deteccidn de la actividad de 1la NOS mediante el uso de la guanilil ciclasa soluble, un enzima bien conocido desde
hace afios (Gerzer R. y otros, 1981; Zabel U. y otros, 1998; Hoenicka, M. y otros, 1999; Lee, Y.C. y otros, 2000;
Kosarikov, D.N. y otros; 2001). EI NO producido por los diferentes enzimas NOS puede activar la guanilil ciclasa
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soluble y también su homdlogo fijo de membrana. En este tipo de ensayos se puede usar NOS obtenida por expresion
recombinante, un lisado celular que contenga NOS, asi como NOS purificada a partir de una fuente natural (Janssens,
S.P. y otros, 1992; Marsden, P.A. y otros, 1992; Nakane, M. y otros, 1993; Geller, D.A. y otros, 1993; Sherman, P.A.
y otros 1993; Charles, I.G. y otros, 1993; Maier, R. y otros, 1994; Chartrain, N.A. y otros, 1994).

Aqui describimos un formato de ensayo no radiactivo y compatible con HTS, que puede emplearse para la de-
teccion del NO producido por la accion de la NOS mediante la activaciéon de la guanilil ciclasa y para la deteccién
subsiguiente del cGMP producido, usando la tecnologia “AlphaScreen” en un modo de mezcla y medicién.

La arginina, como substrato, es convertida en citrulina por cada uno de los tres distintos enzimas NOS. Durante
este proceso también se produce NO. Por tanto la deteccién de NO se puede utilizar para controlar directamente la
actividad de los enzimas NOS. Es sabido que el NO puede estimular directamente la guanilil ciclasa soluble. Esta
activacién provoca un incremento de la produccién de cGMP por medio de la guanilil ciclasa activada. E1 cGMP
producido se puede detectar y cuantificar. Para detectar y cuantificar el cGMP recién producido pueden emplearse
varias tecnologias diferentes. Estas tecnologias pueden estar basadas, p.ej., en HTRF (Claret E.J. y otros, 2004), en
radiactividad (kit de ensayo Flashplate cGMP ciclico-[1'**], producto n° SMP002JOO1PK, de Perkin Elmer), o tal
como se indica aqui, en la tecnologia “AlphaScreen”. En el ensayo de competicién de cGMP AlphaScreen se usa un
c¢GMP biotinilado para generar una sefial fluorescente. E1 cGMP biotinilado se fija a 1a nanosfera AlphaScreen donante
mediante estreptavidina y a la nanosfera AlphaScreen aceptora mediante un anticuerpo especifico anti-cGMP unido
a la superficie de la nanosfera. Si el cGMP estd recién producido por la guanilil ciclasa estimulada, compite con la
fijacion al anticuerpo anti-cGMP. Por tanto la sefial fluorescente estdndar serd atenuada por el cGMP recién producido,
que no esta biotinilado.

Ejemplo 2

Procedimiento operativo estdandar para realizar un ensayo de actividad de la NOS compatible con un HTS de mezcla
y medicion

Método

En unas placas de 384 pocillos se mezclan 3 ul de un compuesto de ensayo diluido en agua destilada (concentracién
final de los compuestos 5 ug/ml; DMSO 1%) con 3 1 de mezcla enzimatica disuelta en tampén de ensayo (i-NOS final
2-10 ug/ml o e-NOS final 2-10 ug/ml o n-NOS final 2-10 ug/ml, sGC final 1:800 000 - las cantidades indicadas de
los respectivos enzimas NOS se refieren a la concentracién total de sobrenadante del cultivo celular usado (sistema de
expresion recombinante en células de insecto)). Tras un tiempo de incubacién de 30 minutos se afiaden 3 ul de mezcla
de substrato disueltos en tampén de ensayo (GTP final 100 uM, arginina final 3 uM, NADPH final 500 uM, para n-
NOS se requiere Ca** 1 uM y calmodulina 1 gM,). Tras un tiempo de incubacién adicional de 90 minutos se detiene
la reaccién con 10 ul de mezcla nanosfera aceptora y donante-anticuerpo disuelta en tampoén de parada/deteccidon
(concentracidn final de cada tipo de nanosfera 15 pg/ml; anticuerpo final 1:15000).

Después de incubar durante la noche, el ensayo se mide p.ej. con un lector Alphaquest (de Perkin Elmer), que
registra la fluorescencia a 520-620 nm.

Tampo6n de ensayo: Tris 25 mM pH 7,4, MgCl, 3 mM, DTT 3 mM, BSA 0,05%, BH, 3 uM, FAD
1 uM, FMN 1 uM, 4-{[3’,4’-(metilendioxi)bencilJamino }-6-metoxiquinazolina
10 uM

Tampo6n de parada/deteccidn: Tris 50 mM, EDTA 50 mM pH 7.4, BSA 0,10%, Tween-20 0,10%

Cada microplaca de ensayo lleva pocillos con vehiculo de control en vez de compuesto (DMSO al 1% en agua),
como referencia de la actividad enzimdtica no inhibida (100% linea de control; valores altos) y pocillos con AMT
100 uM como referencia de la actividad enzimadtica inhibida (0% linea de control; valores bajos).

Cada microplaca de ensayo comprende una curva estindar de cGMP (1, 10, 100, 1000, 3000, 10000, 100000,
1000000 pM/T) por duplicado, como referencia para calcular la cantidad de cGMP producida en cada pocillo.

El andlisis de los datos se realiza calculando el porcentaje de cGMP en presencia del compuesto de ensayo, com-
parado con el cGMP generado por el control positivo:

(cGMP(muestra)-cGMP(valor bajo)) x 100/(cGMP(valor alto)-cGMP(valor bajo))

Un inhibidor de la actividad enzimatica dard valores entre 100% de control (inhibicién nula) y 0% de control
(inhibicién completa).

Los materiales empleados son bien conocidos en el estado técnico, no obstante se indican a continuacién los
respectivos proveedores: las placas de 384 pocillos de bajo volumen se adquirieron a Greiner (blanco; n° de cat.
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784075). El kit de deteccién de IgG AlphaScreen (n° de cat. 6760617) y el cGMP biotinilado se compraron a Perkin
Elmer. El anticuerpo anti-cGMP (n° de cat. 970161) es de Merck Biosciences. Los diferentes enzimas NOS - i-NOS
(n°® de cat. 201-069), e-NOS (n° de cat. 201-070) y n-NOS (n° de cat. 201-068), la sGC (n° de cat. 201-177) y la
L-arginina (n°® de cat. 101-004) fueron de Alexis. El NADPH (n° de cat. N-6005) y el GTP (n° de cat. G-5884) se
adquirieron a Sigma. Todos los demds materiales eran del mayor grado de pureza comercialmente disponible.

Ejemplo 3

Procedimiento operativo estdndar para realizar un ensayo de actividad de la NOS compatible con un HTS de mezcla
y medicion, optimizado por adicion de otro enzima a la mezcla reactiva, la superoxido dismutasa (SOD)

A continuacidn se revela otra variante del ensayo de la presente invencidn, en la cual se ha agregado un enzima a
la mezcla de reaccién. La superdxido dismutasa (SOD) (Keele Jr. B. B. y otros, 1970; Beckman J. S. y otros, 1990)
aumenta la sensibilidad del sistema de ensayo y por tanto reduce la cantidad de enzima NOS necesaria para efectuar
el ensayo.

Método

En unas placas de 384 pocillos se mezclan 3 ul de los compuestos de ensayo diluidos en agua destilada (concentra-
cién final de los compuestos 5 pg/ml; DMSO 1%) con 3 ul de mezcla enzimatica disuelta en tampon de ensayo (i-NOS
final 2 pug/ml, e-NOS 5 ug/ml, n-NOS 0,4 ug/ml, SOD final 300 nM, sGC final 1:800 000 - las cantidades indicadas de
los respectivos enzimas NOS se refieren a la concentracién total de sobrenadante del cultivo celular usado (sistema de
expresion recombinante en células de insecto)). Tras un tiempo de incubacién de 30 minutos se afiaden 3 ul de mezcla
de substrato disueltos en tampén de ensayo (GTP final 100 M, arginina final 3 uM, NADPH final 500 uM, para n-
NOS se requiere Ca** 1 uM y calmodulina 1 uM,). Tras un tiempo de incubacién adicional de 90 minutos se detie-
ne la reaccién con 10 ul de mezcla nanosfera aceptora y donante-anticuerpo disuelta en tamp6n de parada/deteccion
(concentracion final de cada tipo de nanosfera 15 ug/ml; anticuerpo final 1:15000).

Después de incubar durante la noche, el ensayo se mide p.ej. con un Alphaquest (tal como se ha sefialado en el
ejemplo 2).

Tampdn de ensayo: Tris 25 mM pH 7,4, MgCl, 3 mM, DTT 3 mM, BSA 0,05%, BH, 3 uM, FAD
1 uM, FMN 1 uM, 4-{[3’,4’-(metilendioxi)bencilJamino }-6-metoxiquinazolina
10 uM

Tampon de parada/deteccion: Tris 50 mM, EDTA 50 mM pH 7.4, BSA 0,10%, Tween-20 0,10%

Cada microplaca de ensayo lleva pocillos con vehiculo de control en vez de compuesto (DMSO al 1% en agua),
como referencia de la actividad enzimatica no inhibida (100% linea de control; valores altos) y pocillos con AMT
100 uM como referencia de la actividad enzimética inhibida (0% linea de control; valores bajos).

Cada microplaca de ensayo comprende una curva estindar de cGMP (1, 10, 100, 1000, 3000, 10000, 100000,
1000000 pM/T) por duplicado, como referencia para calcular la cantidad de cGMP producida en cada pocillo.

El andlisis de los datos se realiza calculando el porcentaje de cGMP en presencia del compuesto de ensayo, com-
parado con el cGMP generado por el control positivo:

(cGMP(muestra)-cGMP(valor bajo)) x 100/(cGMP(valor alto)-cGMP(valor bajo))

Un inhibidor de la actividad enzimadtica dard valores entre 100% de control (inhibicién nula) y 0% de control
(inhibicién completa).

Ejemplo 4
Estimulacion de guanilil ciclasa soluble y deteccion subsiguiente de cGMP

El mecanismo fundamental de la estimulacién de la guanilil ciclasa soluble puede demostrarse empleando un
compuesto dador de NO, como por ejemplo DEA NONOato u otros como DETA NONOato, DPTA NONOato, GEA
5024 o GEA 3162 (Drago R.S. & Paulik F.E., 1960; Drago R.S. & B.R. Karstetter B.R. 1961; Maragos, C.M. y otros,
1991; Wink D.A. y otros 1991; Hrabie, y otros 1993; Robak y otros, 1992; Moilanen E. y otros 1993; Corell T. y
otros 1994; Karup G. y otros 1994; Malo-Ranta U. y otros 1994; Ma H.T. y otros 1999). Este tipo de compuestos
producen NO, que es capaz de estimular la guanilil ciclasa soluble y ésta conduce a la produccién de cGMP. La
figura 1 representa la produccién de cGMP tras la estimulacidn de la guanilil ciclasa soluble con DEA NONOato,
dependiendo de la dosis. Para detectar el cGMP se us6 un ensayo de competiciéon AlphaScreen.
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Inhibicion de diferentes enzimas NOS mediante el uso de inhibidores estdndar

La tabla 1 resume los resultados obtenidos, utilizando los ensayos descritos anteriormente y probando inhibidores

de NOS estandar.

enzima AMT oDQ L-NMMA 1400w L-NIL
[uM] [uM] [nM] [uM] [nuM]
iNOS 1,3 x 107%|7,7 x 1077(3,2 x 107%]9,7 x 1077|2,2 x 107°
eNOS 9,9 x 107%(5,8 x 107{2,3 x 10°¢|2,0 x 107*|2,7 x 107°
nNOS 3,1 x 10°%{9,0 x 1077|7,9 x 10°°|1,5 x 10°[2,8 x 107*

En la tabla 1 se indica: determinacién IC50 [uM] de distintos compuestos para los diferentes enzimas NOS.
Los inhibidores de NOS arriba citados forman parte del estado técnico, tal como indica a continuacidén:

AMT: Nakane, M. y otros, 1995; Tracey, W.R. y otros, 1995; Rairigh, R.L. y otros 1998; Briones, A-M. y otros,
1999;

ODQ: Boulton, C. L. y otros, 1995; Brunner, F. y otros, 1995; Garthwaite, J y otros, 1995; Moro, M.A. y otros,
1996; Schrammel, A. y otros, 1996; Southam, E. y otros, 1996; Abi-Gerges, N. y otros, 1997; Olson, L.J, y otros,
1997; Sobey C.G. & Faraci FM. 1997; Hwang, T.L. y otros, 1998; R. Motterlini, y otros, 2000;

L-NMMA: Sakuma,l. y otros, 1988; Rees, D.D. y otros, 1989;

1400W: Garvey, E.P y otros, 1997; Thomsen, L.L. y otros, 1997; Laszlo F. & Whittle B.J.R, 1997; Gumpricht,
E. y otros, 2002;

L-NIL: Moore, WM. y otros, 1994.
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REIVINDICACIONES

1. Un método para medir actividad de la sintasa de 6xido nitrico, que es apropiado para un formato de ensayo del
tipo cribado de alto rendimiento (HTS), caracterizado porque consiste en:

(a) proporcionar una solucidn que contenga una sintasa de 6xido nitrico y un substrato adecuado en las condi-
ciones que permitan la sintesis de 6xido nitrico;

(b) afiadir guanilil ciclasa y GTP en las condiciones que permitan la sintesis de cGMP;
(c) medir el cGMP con un anticuerpo capaz de fijarse al cGMP.
2. Un método para determinar si una sustancia es moduladora de la actividad de sintasa de 6xido nitrico, que es
apropiado para un formato de ensayo del tipo cribado de alto rendimiento (HTS), caracterizado porque consiste en:

(a) proporcionar una primera solucién que contenga una sintasa de 6xido nitrico y un substrato adecuado en
las condiciones que permitan la sintesis de 6xido nitrico;

(b) proporcionar una segunda solucién que contenga una sintasa de 6xido nitrico y un substrato adecuado en
las condiciones que permitan la sintesis de 6xido nitrico;

(c) afiadir una sustancia objeto de ensayo a la primera o a la segunda solucidn;

(d) afadir guanilil ciclasa y GTP en las condiciones que permitan la sintesis de cGMP a la primera y a la
segunda solucion;

(e) medir cGMP con un anticuerpo capaz de detectar cGMP en la primera y en la segunda solucién;
(f) comparar los niveles de cGMP de la primera y de la segunda solucién, donde un modulador de la actividad
de una sintasa de 6xido nitrico se identifica por distintos niveles de cGMP.
3. Un método para detectar 6xido nitrico (NO), apropiado para un formato de ensayo del tipo cribado de alto
rendimiento (HTS), caracterizado porque consiste en:

(a) proporcionar una solucién que contenga NO;

(b) afiadir guanilil ciclasa y guanosin trifosfato (GTP) en las condiciones que permitan la sintesis de guanosin
monofosfato ciclico (cGMP);

(c) medir cGMP con un anticuerpo capaz de detectar cGMP.

4. Un método segiin cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en que el substrato es arginina.

5. Un método segiin cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en que la sintasa de 6xido nitrico esta seleccionada de
un grupo formado por: i-NOS, e-NOS y n-NOS.

6. Un método segun la reivindicacién 2, donde el modulador es un inhibidor de la actividad de la sintasa de 6xido
nitrico y un inhibidor se identifica por un nivel reducido de cGMP que puede medirse en la solucién a la cual se afiadi6
la sustancia en la etapa (c).

7. Un método seguin la reivindicacién 2, donde el modulador es un activador de la actividad de la sintasa de 6xido
nitrico y un activador se identifica por un mayor nivel de cGMP, que puede medirse en la solucién a la cual se afiadié
la sustancia en la etapa (c).

8. Un método segiin la reivindicacién 1, 2, 3,4, 5, 6 o 7, cuyo formato es de alto rendimiento (HTS).

9. Un método segtin cualquiera de las reivindicaciones 1, 2, 3, 6, 7 u 8, caracterizado porque se afiade superdxido
dismutasa junto con la guanilil ciclasa 'y el GTP.

10. Un método segiin la reivindicacién 8, en que se usa una placa que tiene como minimo 96 pocillos.
11. Un método segiin la reivindicacién 10, en que se usa una placa de 384 o de 1536 pocillos.

12. Un método segtin la reivindicacién 8, en que se usa un chip como plataforma de reaccién y/o de lectura.
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13. Uso de un método segtin una de las reivindicaciones 1, 2, 3,4, 5, 6,7, 8,9, 10, 11 o 12 en un cribado de alto
rendimiento.

14. Un kit para determinar si una sustancia es un modulador de la actividad de NOS, que comprende
(a) guanilil ciclasa
(b) GTPy

(c) un anticuerpo capaz de fijarse al cGMP.

15. Un kit para medir actividad de sintasa de 6xido nitrico (NOS), que comprende
(a) guanilil ciclasa
(b) GTP,y

(c) un anticuerpo capaz de fijarse al cGMP.

16. Un kit para detectar 6xido nitrico (NO), que comprende
(a) guanilil ciclasa
(b) GTP,y
(c) un anticuerpo capaz de fijarse al cGMP.
17. Un kit segun la reivindicacién 14 o 15, que comprende adicionalmente una sintasa de 6xido nitrico (NOS)
escogida del grupo formado por: i-NOS, e-NOS y n-NOS.

18. Un kit segtin la reivindicacién 14, 15, 16 o 17, que comprende adicionalmente superéxido dismutasa.

13
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