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DESCRIPCION
Procedimiento para aumentar la emision de luz a partir de una reaccién quimioluminiscente

Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a un nuevo procedimiento para aumentar la emisién de luz generada por la reaccion
quimioluminiscente del luminol, una enzima peroxidasa, un oxidante y un mediador de electrones.

Técnica antecedente

La reaccion quimioluminiscente es entre el luminol, una fuente de perdxido y una enzima peroxidasa, especialmente
peroxidasa de rabano rusticano (HRP), que cataliza la oxidacion del luminol por el peréxido. Dicha oxidacion esta
acompafiada por la emision de luz.

La oxidacion quimioluminiscente del luminol catalizada por la peroxidasa encuentra un amplio empleo en ensayos
analiticos de antigenos, anticuerpos y acidos nucleicos, y en particular en ensayos de transferencia, por ejemplo,
Dot Blots, transferencias de Western (proteinas), transferencias de Southern y Northern (acidos nucleicos).

Se sabe que la oxidacién quimioluminiscente del luminol catalizada por la peroxidasa puede hacerse mas rapida y
mas eficaz afiadiendo un mediador, o potenciador de electrones, como se muestra, por ejemplo, por L.J. Kricka en
Clinical Chemistry 1991; 37:1472-1481; o por L.J. Kricka, J.C. Voyta e I|. Bronstein en "Chemiluminescent Methods
for Detecting and Quantitating Enzyme Activity", Methods Enzymol. 2000; 305:370-390. Se han usado varios
compuestos como mediadores de electrones. En particular, la luciferina de luciérnaga, el 6-hidroxibenzotriazol, el p-
yodofenol, el acido p-cumarico se describen por G.H.G. Thorpe y L.J. Kricka, Methods Enzymol. 1986; 133:331; las
aminas aromaticas en la patente de estados Unidos N° 4279950; las acetanilidas en la solicitud de patente europea
N° 603953 (1994); los indofenoles y las fenotiazinas N-sustituidas y los indofenoles en la patente de Estados Unidos
N° 5171668; los acidos borénico remplazados en la patente de Estados Unidos N° 5629168. Se cree que en
presencia de un mediador de electrones, la oxidacion del luminol catalizada por la peroxidasa procede del siguiente
modo:

HRP + H,0z — HRP-I (1)
HRP-I + LH" — HRP-Il + L~ ()
HRP-Il + LH — HRP + L~ (3)
HRP-I + E - HRP-II + E- (4)
HRP-Il + E — HRP-II + E- (5)
E+LH >E+L" (6)
L" > L+LH @)
L + H202 — LOS* (8)
LO2* — (AP%)* + Nj 9)
(AP?)* = AP? + hy (10)

donde HRP, HRP-I y HRP-II |nd|can la enzima peroxidasa en la forma nativa y en sus dos formas oxidadas,
respectivamente; LH’, LH", L, LO® representan el anién luminol, el anién del radical luminol, diazaquinona y eI
peréxido de luminol; E y E representan el medlador de electrones y su radical correspondiente; finalmente, AP*
indica el dianién del acido 3-aminoftalico, y (AP “)* su estado excitado. De acuerdo con este esquema, la peroxidasa
HRP se oxida por el peréxido en HRP-I. El anién luminol y el potenciador se oxidan por HRP-I en sus radicales
respectivos con la conversion de la enzima en su forma HRP-II. A su vez, HRP-II oxida otra molécula de anion
luminol o del mediador de electrones en sus respectivos radicales, regenerando simultaneamente la forma nativa de
la enzima HRP, que puede participar en otro ciclo de oxidacion. Por tanto se cree que el aumento en la sefal
quimioluminiscente se debe a la generacién mas rapida del intermedio clave LH™ en presencia de un mediador de
electrones (véase, por ejemplo, S.B. Vlasenko, A.A. Arefyev, A.D. Klimov, B.B. Kim, E.L. Gorovits, A.P. Osipov, E.M.
Gavrilova, A.M. Yegorov, J. Biolumin. Chemilumin. 1989; 4:164-176, o B. Cercek, K. Roby, L. Cercek, J. Biolumin.
Chemilumin. 1994; 9:273-277).

Las fases posteriores de la reaccién quimioluminiscente estdn menos claras. El anién del radical de luminol LH™ es
inestable y puede dismutar en el anién luminol LH y diazaquinona, L. La diazaquinona a su vez es probable que sea
susceptible al ataque nucleofllo por el ién peroxido HO> en el carbono carbonilico (C=0), con la formacion del
peroxido de luminol LO.%, en la forma abierta o ciclica (endoperdxido). Finalmente, el peréxido de luminol se
descompone en 3-aminoftalato, AP?%, con la expulsion de nitrégeno molecular. Algo de la energia producida de este
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modo se captura por el aminoftalato con la formacién de su estado excitado (APZ')* y la posterior emision de luz azul
(425 nm). La eficacia de este proceso corresponde al rendimiento cuantico de fluorescencia del 3-aminoftalato
(aproximadamente el 30%). Aunque no se conocen los detalles exactos de las reacciones (7)-(9), es concebible que
la conversién del aniéon del radical de luminol, LH", en perdxido de luminol, LOzz', implique el ataque nucledfilo del
i6n perdxido en un carbono carbonilico (C=0) del luminol (véase, por ejemplo, G. Merenyi, J. Lind y T.E. Eriksen
"Nucleophilic Addition to Diazaquinones. Formation and Breakdown of Tetrahedral Intermediates in relation to
Luminol Chemiluminescence", J. Am. Chem. Soc. 1986; 108:7716-7726). Por otra parte, la eficacia de esta reaccion
es decisiva para la formacion de (Apz')*.

Objeto y sumario de la invencién

El objeto de la presente invencidon es proporcionar un nuevo procedimiento para aumentar la emisién de luz
generada por la reaccidon quimioluminiscente del luminol, una enzima peroxidasa, un oxidante y un mediador de
electrones.

De acuerdo con la invencion, el objeto anterior se consigue gracias a la solucion recordada especificamente en las
consiguientes reivindicaciones, que se entiende que forma parte integral de la presente descripcion.

En una realizacion, esta invencion proporciona el uso, en composiciones quimioluminiscentes, de un catalizador de
acilacion hipernucledfila (HNAC) que pertenece a la clase de 4-aminopiridinas y particularmente compuestos
definidos por la siguiente formula (1):

Ra Ra
\N/

N

-
N

FORMULA (1)
en la que:
R1y Rz representan ambos o cada uno por separado, hidrégeno, metilo, etilo, propilo, butilo e isopropilo, o
R1y Rz juntos representan -(CHz)s- formando de este modo un anillo pirrolidona con el atomo de nitrégeno, o
R1y Rz juntos representan -(CH;)s- formando de este modo un anillo piperidina con el atomo de nitrégeno, o

R1y Rz juntos representan -(CHz)2-CHCH3;-(CHz).- formando de este modo un anillo 4-metilpiperidina con el atomo
de nitrégeno, o

R1y Rz juntos representan -(CHz),-O-(CHz).- formando de este modo un anillo morfolina con el atomo de nitrégeno,
o

R1y R juntos representan -(CHCH3)-CH=CH(CHCHz3)- formando de este modo un anillo 2,5-dimetil-2,5-dihidro-1H-
pirrol con el atomo de nitrégeno.

En una realizacién, esta invenciéon proporciona el uso, en composiciones quimioluminiscentes, de un catalizador de
acilacion hipernucledfila (HNAC) que pertenece a la clase de 4-aminopiridinas y particularmente compuestos
definidos por la siguiente formula (I1):
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X
Ra
N T/
Y
/
N
FORMULA (1)

en la que:

X representa hidrogeno, metilo, etilo, propilo, butilo o isopropilo, mientras que R1 y Rz representan ambos o cada uno
por separado, hidrogeno, metilo, etilo, propilo, butilo e isopropilo,

(o)

X representa NH», o N(metilo)z, o N(etilo),, o N(propilo),, o N(isopropilo),, o N(butilo),, mientras que Ry y R»
representan ambos o cada uno por separado, hidrégeno, metilo, etilo, propilo, isopropilo, o butilo.

Aunque la presente invencion se refiere al uso, en general y para cualquier propésito, de un catalizador de acilacion
hipernucledfila para aumentar la emision de luz producida por la reaccién quimioluminiscente, es principalmente
aplicable, sin embargo, en el contexto de un ensayo.

El término "ensayo" significa la deteccion, semicuantificacion y cuantificacion de un analito. Tipicamente, la
implementacién de un ensayo requiere relacionar la produccion de luz con la cantidad de peroxidasa usada, de
modo que la peroxidasa es la sustancia determinada directamente. Aunque la presente invencion es util para
determinar la presencia o cantidad de cualquiera de los compafieros de reaccion (luminol; peroxidasa; oxidante;
mediador de electrones; catalizador de acilacién hipernucledfila), el compafiero de reaccion no es necesariamente la
propia sustancia a determinar. Por ejemplo, el oxidante puede producirse por una reaccion previa, o una serie de
reacciones previas.

La peroxidasa o el luminol pueden estar presentes en forma de un anticuerpo conjugado usado en un ensayo
inmunoenzimatico para determinar un antigeno. O la peroxidasa o el luminol pueden conjugarse con un nucleétido,
un oligonucleétido o un acido nucleico en ensayos de hibridacién. Por lo tanto, la presente invencion es aplicable a
cualquier procedimiento de ensayo de diagndstico de una sustancia cuya presencia o cantidad esté relacionada con
la presencia o cantidad de un compafiero de reaccién seleccionado entre el grupo que consiste en luminol, una
enzima peroxidasa, un oxidante, un potenciador y un catalizador de acilaciéon hipernucledfila que correaccione en
una reaccién quimioluminiscente, cuya emisiéon de luz se detecta o mide de modo que la presencia o cantidad de
material a analizar esté relacionada con la producciéon de luz. La presente invencién también incluye un kit para
realizar un ensayo que comprende luminol, un oxidante, un mediador de electrones y un catalizador de acilacion
hipernucledfila.

Breve descripcion de los dibujos

La invencién se describira ahora, a modo de ejemplo solamente, con referencia a las figuras de dibujo adjuntas, en
las que:

- la Figura 1 muestra un grafico de la sefal quimioluminiscente como una funcién del tiempo en presencia de N-
dimetilaminopiridina (DMAP);

- la Figura 2 muestra un grafico de la sefial quimioluminiscente como una funcién del tiempo en presencia de
diferentes catalizadores de acilacion hipernucledfila de acuerdo con la presente invencion;

- la Figura 3 muestra un grafico de la sefal quimioluminiscente como una funcién del pH en presencia de diferentes
catalizadores de acilacidn hipernucledfila de acuerdo con la presente invencion;

- la Figura 4 muestra un grafico de la sefial quimioluminiscente como una funcién de la cantidad de peroxidasa de
rabano rusticano en presencia de 4-morfolinopiridina (MORP);
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- la Figura 5 muestra un grafico de la sefial quimioluminiscente para la deteccion de Yersinia enterocolitica en
presencia (m) y en ausencia (o) de HNAC;

- la Figura 6 muestra un grafico de la sefial quimioluminiscente para la deteccién de alfa-fetoproteina en presencia (*)
y en ausencia (0) de HNAC.

Descripcion detallada de la invencién

La busqueda de catalizadores de acilacidon nucledfila, capaces de facilitar el ataque del idn perdxido en el carbono
carbonilico (C=0) del luminol, y de este modo aumentar la produccién de luz por la reaccion quimioluminiscente ha
conducido a la identificacion de un grupo de compuestos con los requisitos necesarios. Estos compuestos,
conocidos como catalizadores de acilacion hipernucledfila o HNAC, véase por ejemplo E.F.V. Scriven, "4-
Dialkylaminopyridines: Super Acylation and Alkylation Catalysts", Chem. Soc. Rev. 1983, 12:129-161, tienen, de
hecho, la caracteristica de aumentar muy significativamente la cantidad de luz producida por la oxidacion
quimioluminiscente del luminol catalizada por peroxidasa y en presencia de mediadores de electrones
(potenciadores electroactivos). Ademas, los compuestos encontrados con actian como potenciadores
electroactivos. Cuando se usan los compuestos objeto de esta invencion en lugar de potenciadores electroactivos,
de hecho no hay intensificacion de la produccion de luz a partir de la oxidacion del luminol catalizada por peroxidasa.

Desde un punto de vista estructural, los compuestos de esta invencidon pertenecen a la categoria de 4-
aminopiridinas. (A. Hassner, L.R. Krepski, V. Alexanian, Aminopyridines as Acylation Catalysts for Tertiary Alcohols,
Tetrahedron 1978, 34:2069-2076; G. Hoefle, W. y Steglich, H. Vorbrueggen, "4-Dialkylaminopyridines as Highly
Active Acylation Catalysts ", Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 1978; 17:569-583.)

Los catalizadores de acilacion hipernucledfila (HNAC) de esta invencion, representados por las formulas generales
() y (I), incluyen, en particular 4-dietilaminopiridina, 4-dimetilaminopiridina (DMAP), 4-pirrolidinopiridina (PPY), 4-
piperidinopiridina, 4-(4-metilpiperidin-1-il)piridina (MPP), 4-morfolinopiridina (MORP), 4-(2,5-dimetil-2,5-dihidro-1H-
pirrol-1-il)piridina, N, N-dimetil-N"piridin-4-ilimidoformamida y N,N,N',N"-tetrametil-N"-piridin-4-il-guanidina.

Se prefieren especialmente MORP, PPY, DMAP y MPP. Estos compuestos son particularmente utiles en ensayos
quimioluminiscentes que requieren un alto de nivel de produccion de luz, tales como ensayos de transferencia,
incluyendo transferencias de Western, Southern y Northern, asi como ensayos dot blot y de hibridacion de acido
nucleico. La concentracion de catalizador de acilacion hipernucledfila esta generalmente en el intervalo entre 0,001 y
20 mmol/litro, preferiblemente entre 0,1 mmol y 10 mmol/litro.

Los mejores resultados se obtienen a altos valores de pH, especialmente en el intervalo de pH entre 8,9 y 9,4. Este
intervalo es significativamente mayor que el intervalo de pH éptimo observado en presencia de potenciador, pero en
ausencia de catalizador de acilacion hipernucledfila, que esta habitualmente entre 8,4 y 8,6.

El luminol usado debe ser de una pureza adecuada y apropiada para ensayos de luminiscencia. El luminol puede
usarse en la forma de sal sodio. Si el analito a determinar es peroxidasa, la concentracion de luminol esta
generalmente entre 0,1 mmol/litro y 50 mmol/litro, preferiblemente entre 0,5 y 10 mmol/litro. El oxidante puede ser
cualquier sustancia capaz de oxidar el luminol con emisién de luz. Se prefiere un peréxido fuente, tal como peroxido
de hidrégeno o perborato sédico. La concentracién de oxidante usada en ensayos de quimioluminiscencia de
peroxidasa esta entre 0,1 y 100 mmol/litro, preferiblemente entre 0,5 y 10 mmol/litro.

La enzima peroxidasa es normalmente peroxidasa de rabano rusticano (HRP) de una calidad adecuada para su uso
en ensayos de luminiscencia. Preferiblemente, la enzima HRP es una isoenzima bésica, por ejemplo, Sigma tipo VIA
o IX. Puede estar libre o conjugada con un ligando.

El mediador de electrones (potenciador electroactivo) puede ser cualquier sustancia electroactiva capaz de actuar
como mediador de electrones entre el oxidante y el luminol. En particular, pueden usarse potenciadotes que
pertenecen a las siguientes clases de compuestos: benzotiazoles, fenoles, aminas aromaticas, N-alquil fenotiazinas,
indofenoles, acidos arilborénicos. Los mediadores de electrones preferidos son: p-yodofenol, acido p-
yodofenilborénico, sales de acido 3-(fenotiazin-10-il)propano-1-sulfénico o acido 4-(fenotiazin-10-il)butano-1-
sulfénico. El mediador de electrones debe ser de una pureza adecuada y apropiada para su uso en ensayos de
luminiscencia. En particular, no debe contener impurezas que puedan inhibir la reaccién quimioluminiscente. La
concentracion del mediador de electrones usada en ensayos quimioluminiscentes de peroxidasa esta entre 0,001 y
20 mmol/litro, preferiblemente entre 0,1 y 10 mmol/litro.

Las reacciones quimioluminiscentes de esta invencién son aplicables para la deteccion y cuantificacion de analitos
usando, por ejemplo, la formacion de un enlace entre una proteina o acido nucleico y una membrana y peroxidasa
como indicador. La reaccion luminiscente se inicia afiadiendo a la membrana un sustrato que comprende luminol,
una fuente de peréxido, un mediador de electrones y un catalizador de acilaciéon nucledfila. La emisién de luz se
prolonga y puede medirse por una pelicula, cdmara CDD u otra instrumentacion.

Los ensayos quimioluminiscentes basados en las soluciones de sustrato de esta invencion incluyen ensayos Dot
Blot y de transferencia de Western para proteinas y ensayos de transferencia de Southern y Northern para &cidos
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nucleicos. Otra aplicacion importante del sustrato quimioluminiscente de la presente invencidon es en ensayos
inmunoenzimaticos ELISA, especialmente para analitos presentes en cantidades extremadamente pequenas, tales
como marcadores tumorales, hormonas tiroideas, proteinas de virus (VIH, VHC).

Los siguientes ejemplos sirven para ilustrar aspectos especificos de la invencion. Sin embargo, no pretenden limitar
la invencion.

Todos los reactivos usados en la presente solicitud se han adquirido de Sigma-Aldrich.
Ejemplo 1

Efecto de N-dimetilaminopiridina (DMAP) sobre la emision quimioluminiscente catalizada por peroxidasa en
el sistema luminol/p-yododofenol

Todas las mediciones presentadas se hicieron con un espectrofluorimetro Varian Eclipse, en modo
Bio/Quimioluminiscencia (longitud de onda de emision: 425 nm; ranura de emision: 20 nm). Se prepara un substrato
quimioluminiscente del siguiente modo, que comprende:

- luminol 3 mM, sal sédica

- p-yodofenol 2 mM (mediador de electrones)
- perborato sédico 4 mM

- 4-dimetilaminopiridina 5 mM (HNAC)

- tampon Tris 0,15 M, pH 9,0

Ademas, se prepara un sustrato de control, con la misma composicién que la previa, pero sin 4-dimetilaminopiridina
(DMAP). Después, se afiaden a una cubeta de polimetilimetacrilato que contiene 2 ml de solucién de sustrato, 10 pl
de una solucién de 0,5 ug/ml de peroxidasa de rabano rusticano (HRP-Tipo VIA). La solucion se mezcla durante
unos pocos segundos con un voértice y la medicion de la sefial luminiscente se realiza durante un periodo de 10 min.
Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 1. Como puede observarse, el sustrato que contiene el
catalizador de acilacion hipernucledfila DMAP produce una sefial significativamente mayor que el sustrato de control,
que esta desprovisto del mismo.

Ejemplo 2

Efecto de catalizadores de acilacion hipernucleéfila sobre la emision quimioluminiscente del luminol

Todas las mediciones presentadas se hicieron con un espectrofluorimetro Varian Eclipse, en modo
Bio/Quimioluminiscencia (longitud de onda de emision: 425 nm; ranura de emisiéon: 5 nm). Se preparan los
siguientes sustratos quimioluminiscentes del siguiente modo, que comprenden:

- luminol 5 mM, sal sédica

- 3-(fenotiazin-10-il)propano-1-sulfonato sédico 3 mM

- perborato sédico 4 mM (oxidante)

- catalizador de acilacién hipernucledfila (HNAC):
Sustrato A, ninguno;
Sustrato B, 4-pirrolidinopiridina (PPY) 3 mM
Sustrato C, 4-dimetilaminopiridina (DMAP) 3 mM
Sustrato D, 4-morfolinopiridina (MORP) 3 mM

- tampon Tris 0,15 M, pH 9,0.

Después, se prepara una serie de cubetas de polimetilmetacrilato, conteniendo cada una 2 ml de una solucion de
sustrato. A cada cubeta se afiaden 10 pl de una solucién de 0,5 ng/ml de peroxidasa de rabano rusticano (HRP-Tipo
VIA). La solucién se mezcla durante unos pocos segundos con un vortice y la medicion de la sefial luminiscente se
realiza durante un periodo de 10 min. Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 2. Como puede observarse,
durante este periodo de tiempo la sefial quimioluminiscente generada por sustratos que contienen HNAC (Sustratos
B, C, y D) es de 6 a 12 veces mas intensa en comparacion con el Sustrato A, que esta libre del mismo.
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Ejemplo 3

Dependencia en el pH del efecto de HNAC (MORP, DMAP, PPY) sobre la emision quimioluminiscente del
luminol

Las mediciones se realizaron con un espectrofluorimetro Varian Eclipse, en modo Bio/Quimioluminiscencia (longitud
de onda de emisién: 425 nm; ranura de emisiéon: 5 nm; filtro de emisién: abierto; potencia del fotomultiplicador:
media). Se preparan cuatro soluciones con la siguiente composicion:

- luminol sédico 5,0 mM

- perborato sédico 4,0 mM

- 3-(fenotiazin-10-il)propano-1-sulfonato sddico 3,0 mM
- HNAC 3,0 mM (DMAP, MORP o PPY)

- tampon Tris 0,15 M, pH 9,2

Después, se prepara una serie de cubetas de polimetilmetacrilato, conteniendo cada una 2 ml de una solucién de
sustrato. A cada cubeta se afiaden pequefias cantidades de HCI 5 M o NaOH 5 M, para ajustar el pH en el intervalo
de 8,0-10,0 sin producir en ningun caso cambios significativos en el volumen total. A cada cubeta se afiaden 10 pl de
una solucién de 0,5 ug/ml de peroxidasa de rabano rusticano (HRP-Tipo VIA). La solucion se mezcla durante unos
pocos segundos con un vortice y se realiza la medicidén de la sefial luminiscente. Para cada reaccién, se registra la
intensidad de la sefial luminosa integrada durante los primeros 600 segundos. A partir de los resultados obtenidos,
que se muestran en la Figura 3, puede observarse que en todos los casos la sefial quimioluminiscente alcanza el
valor méaximo entre pH 8,9 y pH 9,4. En ausencia de HNAC, la sefial 6ptima se obtiene en el intervalo de pH entre
8,4 y 8,6. Esta diferencia en el comportamiento puede atribuirse a la mayor concentracion de HNAC no protonado
(especies hipernucledfilas) en el sustrato a mayores valores de pH (el pKa de MORP, DMAP y PPY es 8,8, 9,7y 9,9,
respectivamente).

Ejemplo 4
Sustrato para medir la peroxidasa por quimioluminiscencia

Una solucion de trabajo (sustrato de quimioluminiscencia) para la medicion de la peroxidasa puede obtenerse
mezclando partes iguales de las siguientes soluciones:

Solucion A:

- luminol 10 mM, sal sédica

- 3-(fenotiazin-10-il)propano-1-sulfonato sédico 6 mM

- HNAC 3 mM (catalizador de acilacion hipernucledfila)

- tampodn Tris 0,3 M, pH 9,2-9,8 (véase la nota)

Solucién B:

- perborato sédico 8 mM

- tampon acetato 50 mM, pH 5,0

Por lo tanto, la solucién de trabajo (sustrato de quimioluminiscencia) contiene:
- luminol 5,0 mM, sal sédica

- 3-(fenotiazin-10-il)propano-1-sulfonato sddico 3,0 mM

- HNAC 3,0 mM (catalizador de acilacion hipernucleofila)
- perborato sodico 4,0 mM.

El pH del tampon Tris 0,3 M de la Soluciéon A puede ajustarse de modo que el pH de la solucién de trabajo esté entre
8,6y9,4.
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Ejemplo 5

Limite de deteccidon de peroxidasa

En una lamina de membrana de nitrocelulosa habitualmente usada para ensayos de transferencia de Western,
cortada a aproximadamente 2,5 x 5,0 cm, se creé una serie de manchas con 2 soluciones que contenian diferentes
concentraciones de peroxidasa de rabano rusticano (HRP Tipo VI-A) en tampén Tris 0,1 M, pH 7,4 con BSA
(albumina sérica bovina) afiadida. Cada mancha se repitio tres veces, creando de este modo una matriz de manchas
3 x 7 sobre la membrana. La membrana se secé al aire y después se lavo dos veces con tampén Tris 0,1 M, pH 7,4.
Una vez seca, la membrana se puso en un portaobjetos de microscopio y se insertd en un instrumento de formacion
de imagenes NightOwl (Berthold Technologies). Después se prepard una solucion de trabajo mezclando:

- 500 pl de solucion A preparada como en el Ejemplo 4 y usando 4-morfolinopiridina (MORP) como HNAC
(catalizador de acilacion hipernucledfila).

- 500 pl de solucion B preparada como en el Ejemplo 4
con las que se impregnd la membrana. Después de 5 minutos, se integré la sefal durante 300 segundos; se

realizaron lecturas de 10 segundos cada 5 minutos durante media hora. Los datos obtenidos se muestran en la
siguiente Tabla:

N° de fila | Peroxidasa de rabano Intensidad de sefal
rusticano (promedio de 3 manchas)
1 19 3236
2 16 2804
3 12 2377
4 9 1309
5 6 718
6 3 350
7 0 198

Los datos correspondientes se representan en un grafico, Figura 4, a partir del cual se obtiene un limite de deteccion
(LOD) para la peroxidasa de rabano rusticano (HRP, masa molecular = 44.000 dalton) de 1,8 pg (41 amol). Por otro
lado, usando un sustrato quimioluminiscente preparado como en el Ejemplo 4, pero sin HNAC se obtiene como
resultado un LOD de 10 pg (230 amol). Asimismo, la curva de respuesta a dosis de la peroxidasa de rabano
rusticano (L.J. Kricka, M. Cooper y Xiaoying Ji, "Synthesis and Characterization of 4-iodophenylboronic Acid: A New
Enhancer for the Horseradish Peroxidase Chemiluminescent-Catalyzed Oxidation of Luminol”, Anal. Biochem. 1996;
240:119-125) sobre un sustrato quimioluminiscente luminol-peréxido potenciado con acido p-yodofenilborénico pero
sin HNAC obtiene como resultado un LOD de 509 amol. Por lo tanto, el sustrato quimioluminiscente preparado como
se ha descrito en el Ejemplo 4 y que contiene HNAC, permite la determinacién de peroxidasa de rabano rusticano,
con una sensibilidad al menos 6-12 veces mayor que los sustratos correspondientes que contienen un mediador de
electrones, pero sin HNAC.

Ejemplo 6

Ensayo de transferencia de Western sobre lisado de Yersinia enterocolitica

El procedimiento de transferencia usado se describe por H. Towbin y col. Proc. Natl. Acad. Sci. 76, 4350-4353
(1979). Se separaron diversas concentraciones de lisado de Yersinia enterocolitica por electroforesis en gel sobre
gel de poliacrilamida con dodecilsulfato sédico (SDS) al 12%. El gel se transfiri6 a una membrana de nitrocelulosa
para la transferencia de Western. Los sitios de unién no especifica se bloquearon con una soluciéon de leche en
polvo al 5% durante 1 hora y después se lavaron varias veces con un tampoén de lavado (Tris 20 mM, NaCl 137 mM).
Las transferencias se incubaron después con el anticuerpo primario (anti-YeEnt de conejo, diluciéon 1:10.000)
durante una hora, después se lavaron como anteriormente para retirar el anticuerpo no unido al antigeno. La
membrana con la transferencia se incubd durante 1 hora con el anticuerpo secundario marcado con HRP (de cabra
anti-raton HRP, Sigma A-6154, dilucion 1:3000), con posterior lavado. La membrana se corté en dos partes. Se
prepararon dos soluciones de trabajo de acuerdo con el Ejemplo 4, con HNAC (4-morfolinopiridina) o sin HNAC. Las
soluciones de trabajo se afiadieron a las membranas y se incubaron durante cinco minutos. La sefal
quimioluminiscente se obtuvo con un instrumento de formacién de imagenes (NightOwl, Berthold Technologies)
durante 1 minuto. La Figura 5 ilustra la intensidad de la sefal obtenida usando las dos soluciones. Es evidente que
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la solucion de sustrato que contiene HNAC de acuerdo con esta invencion muestra un brillo y una sensibilidad
considerablemente mayores que la solucién que carece de HNAC.

Ejemplo 7

Ensayo ELISA de a-fetoproteina (AFP)

Este ensayo inmunométrico se basa en la reaccién inmunoquimica entre un anticuerpo de captura, un antigeno (o-
fetoproteina, AFP), y un anticuerpo marcado con HRP. Se prepararon pocillos con anticuerpo de captura incubando
las placas de micropocillos revestidas con estreptavidina con una solucién de anticuerpo de captura biotinilado. Los
pocillos después se incubaron con calibradores de a-fetoproteina (AFP) a partir de un kit comercial. Se afiadieron 25
ul de un calibrador de AFP a cada pocillo. Después de un periodo de incubacion de una hora, la placa se lavé con
PBS-Tween-20 al 0,05%. Después se afiadieron 200 ul de una solucion de anticuerpo anti-AFP marcado con HRP a
cada pocillo. Los pocillos se incubaron a temperatura ambiente durante 1 hora y después se lavaron para retirar el
exceso de conjugado. Se prepararon dos soluciones de trabajo de acuerdo con el Ejemplo 4, con HNAC (4-
dimetilaminopiridina) o sin HNAC. Las soluciones de trabajo se afiadieron a los pocillos y se incubaron durante diez
minutos. La sefial quimioluminiscente se obtuvo con un lector de placa (Luminoskan Ascent LabSystems) durante 1
minuto. La Figura 6 muestra la curva de respuesta a dosis para AFP. De nuevo, esta claro que la solucién que
contiene HNAC de esta invencion muestra una sefial mayor y por consiguiente una sensibilidad significativamente
mayor en comparacion con la solucion que carece de HNAC.

Naturalmente, aunque el principio de la invencion sigue siendo el mismo, los detalles de construcciéon y las
realizaciones puede variar ampliamente con respecto a lo que se ha descrito e ilustrado simplemente a modo de
ejemplo, sin alejarse del alcance de la presente invencion.
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento para aumentar la emision de luz producida por la reaccién quimioluminiscente del luminol, una
enzima peroxidasa, un oxidante y un mediador de electrones, caracterizado porque dicha reaccion
quimioluminiscente sucede en presencia de un catalizador de acilacién hipernucledfila (HNAC).

2. Un procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 1, caracterizado porque dicho catalizador de acilaciéon
hipernucledfila (HNAC) se selecciona entre el grupo de compuestos representados por la Férmula (1):

R1 R;
\N/

\

=
N

FORMULA (i)

en la que:

R1y Rz representan ambos o cada uno por separado, hidrégeno, metilo, etilo, propilo, butilo e isopropilo,

o)

R1y Rz juntos representan -(CHz)4- formando de este modo un anillo pirrolidona con el atomo de nitrégeno, o
R1y Rz juntos representan -(CHa)s- formando de este modo un anillo piperidina con el atomo de nitrogeno, o

R1y R; juntos representan -(CH;)>-CHCHj3-(CH2)2- formando de este modo un anillo 4-metilpiperidina con el atomo
de nitrégeno, o

R1y Rz juntos representan -(CHz)->-O-(CH3).- formando de este modo un anillo morfolina con el atomo de nitrégeno,
o

R1y Rz juntos representan -(CHCH3)-CH=CH(CHCH?3;)- formando de este modo un anillo 2,5-dimetil-2,5-dihidro-1H-
pirrol con el atomo de nitrégeno.

3. Un procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 1, caracterizado porque dicho catalizador de acilacién
hipernucledfila (HNAC) se selecciona entre el grupo de compuestos representados por la Formula (l1):

X
)\ P

N N

Q!
’ &
FORMULA (1))

en la que:

X representa hidrégeno, metilo, etilo, propilo, butilo o isopropilo, mientras que R1 y R> representan ambos o cada uno
por separado, hidrégeno, metilo, etilo, propilo, butilo e isopropilo, o

X representa NHz, o N(metilo),, o N(etilo),, o N(propilo)2, o N(isopropilo),, o N(butilo);, mientras que Ry y Rz
representan ambos o cada uno por separado, hidrégeno, metilo, etilo, propilo, isopropilo, o butilo.
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4. Un procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, caracterizado porque dicho
catalizador de acilacion hipernucledfila (HNAC) se selecciona entre 4-dietilaminopiridina, 4-dimetilaminopiridina
(DMAP), 4-pirrolidinopiridina (PPY), 4-piperidinopiridina, 4-(4-metilpiperidin-1-il)piridina (MPP), 4-morfolinopiridina
(MORP), 4-(2,5-dimetil-2,5-dihidro-1H-pirrol-1-il)piridina, N, N-dimetil-N"-piridin-4-ilimidoformamida y N,N,N',N*-
tetrametil-N"-piridin-4-il-guanidina.

5. Un procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, caracterizado porque dicha
enzima peroxidasa esta libre o conjugada con un ligando.

6. Un procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, caracterizado porque dicha
enzima peroxidasa es peroxidasa de rabano rusticano.

7. Un procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, caracterizado porque dicho
oxidante es perborato sédico.

8. Un procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, caracterizado porque dicho
mediador de electrones es p-yodofenol.

9. Un procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, caracterizado porque dicho
mediador de electrones es 3-(fenotiazin-10-il)propano-1-sulfonato sédico.

10. Un procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, caracterizado porque dicha
reaccion quimioluminiscente se realiza a un pH entre 8,0 y 10.

11. Un procedimiento para realizar un ensayo de diagndstico para la deteccién de un analito en una muestra,
caracterizado porque dicho procedimiento comprende:

a. la reaccion de dicha muestra con un reactivo especifico para dicho analito, en la que dicho reactivo
especifico esta marcado con luminol o peroxidasa, con la formacién de un complejo analito-reactivo marcado;

b. la reaccion de dicho complejo analito-reactivo marcado con una solucién que comprende un oxidante, un
mediador de electrones, un catalizador de acilacién hipernucledfila (HNAC) y i) luminol, si el reactivo especifico para
dicho analito esta marcado con peroxidasa, o ii) peroxidasa, si el reactivo especifico para dicho analito esta marcado
con luminol, que correaccionan en una reaccion quimioluminiscente con emisién de luz y

c. la deteccion de dicho analito mediante la medicion de dicha emision de luz.

12. Un procedimiento para realizar una ensayo de diagndstico de acuerdo con la reivindicacion 11, caracterizado
porque dicho procedimiento comprende:

a. la reaccion de dicha muestra con un reactivo de captura especifico para dicho analito con la formacién de
un complejo analito-reactivo de captura;

b. la reaccion de dicho complejo analito-reactivo de captura con dicho reactivo especifico para dicho analito
marcado con luminol o peroxidasa con la formacién de un complejo reactivo marcado-analito-reactivo de captura;

c. la reaccion de dicho complejo reactivo marcado-analito-reactivo de captura con una solucién que
comprende un oxidante, un mediador de electrones, un catalizador de acilacion hipernucledfila (HNAC) y i) luminol,
si dicho reactivo especifico para dicho analito estd marcado con peroxidasa, o ii) peroxidasa, si dicho reactivo
especifico para dicho analito esta marcado con luminol, que correaccionan en una reaccién quimioluminiscente con
emision de luz, y

d. la deteccion de dicho analito mediante la medicion de dicha emision de luz.

13. Un procedimiento para realizar un ensayo de diagndstico de acuerdo con la reivindicacién 11, caracterizado
porque dicho procedimiento comprende:

a. la reaccion de dicha muestra con dicho reactivo especifico para dicho analito marcado con luminol o
peroxidasa con la formacion de un complejo analito-reactivo marcado;

b. la reaccién de dicho complejo analito-reactivo marcado con un reactivo de captura especifico para dicho
analito con la formacion de un complejo reactivo marcado-analito-reactivo de captura;

c. la reaccién de dicho complejo reactivo marcado-analito-reactivo de captura con una solucién que
comprende un oxidante, un mediador de electrones, un catalizador de acilacién hipernucleéfila (HNAC) y i) luminol,
si dicho reactivo especifico para dicho analito estd marcado con peroxidasa, o ii) peroxidasa, si dicho reactivo
especifico para dicho analito esta marcado con luminol, que correaccionan en una reaccién quimioluminiscente con
emision de luz, y

d. la deteccion de dicho analito mediante la medicién de dicha emision de luz.

11
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14. Un procedimiento para realizar un ensayo de diagnostico de acuerdo con la reivindicacién 12 6 13,
caracterizado porque dicho reactivo de captura esta fijado en una fase solida.

15. Un procedimiento para realizar un ensayo de diagnostico de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones
11 a 14, caracterizado porque dicho reactivo de captura se selecciona entre un antigeno, un anticuerpo, un
nucledtido, un oligonucledtido, un acido nucleico monocatenario, un acido nucleico bicatenario.

16. Un procedimiento para realizar un ensayo de diagndstico de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones
11 a 15, caracterizado porque dicho reactivo marcado se selecciona entre un antigeno, un anticuerpo, un
nucledtido, un oligonucledtido, un acido nucleico monocatenario, un acido nucleico bicatenario.

17. Un procedimiento para realizar un ensayo de diagndstico de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones
11 a 16, caracterizado porque dicho catalizador de acilacion hipernucledfila (HNAC) es un compuesto seleccionado
entre el grupo de compuestos representados por la Férmula (1):

R:

~

R

vl

N/

~

=

S
N

FORMULA ()

en la que

R1y Rz representan ambos o cada uno por separado, hidrégeno, metilo, etilo, propilo, butilo e isopropilo, o
R1y Rz juntos representan -(CHz)4- formando de este modo un anillo pirrolidona con el atomo de nitrégeno, o
R1y Rz juntos representan -(CHz)s- formando de este modo un anillo piperidina con el atomo de nitrégeno, o

R1y R2 juntos representan -(CH;)>-CHCHz3-(CH2).- formando de este modo un anillo 4-metilpiperidina con el atomo
de nitrégeno, o

R1y Rz juntos representan -(CHz),-O-(CHz).- formando de este modo un anillo morfolina con el atomo de nitrogeno,
o

R1 y Rz juntos representan -(CHCH3)-CH=CH(CHCHj3)-formando de este modo un anillo 2,5-dimetil-2,5-dihidro-1H-
pirrol con el atomo de nitrogeno.

18. Un procedimiento para realizar un ensayo de diagnostico de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones
11 a 16, caracterizado porque dicho catalizador de acilacion hipernucledfila (HNAC) es un compuesto seleccionado
entre el grupo de compuestos representados por la Formula (11):

X

/l\N/R‘

|

R,

N
i\
v

FORMULA (1)

en la que:

X representa hidrégeno, metilo, etilo, propilo, butilo o isopropilo, mientras que R1 y Rz representan ambos o cada uno
por separado, hidrogeno, metilo, etilo, propilo, butilo e isopropilo, o

12
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X representa NHz, o N(metilo)z, o N(etilo)2, o N(propilo),, o N(isopropilo),, o N(butilo),, mientras que Ry y R»
representan ambos o cada uno por separado, hidrégeno, metilo, etilo, propilo, isopropilo, o butilo.

19. Un procedimiento para realizar un ensayo de diagnostico de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones
11 a 18, caracterizado porque el oxidante es perborato saédico.

20. Un procedimiento para realizar un ensayo de diagnéstico de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones
11 a 19, caracterizado porque el mediador de electrones es 3-(fenotiazin-10-il)propano-1-sulfonato sddico o p-
yodofenol.

21. Un procedimiento para realizar un ensayo de diagnéstico de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones
11 a 20, caracterizado porque el catalizador de acilacion hipernucledfila (HNAC) se selecciona entre 4-
dietilaminopiridina, 4-dimetilaminopiridina (DMAP), 4-pirrolidinopiridina (PPY)), 4-piperidinopiridina, 4-(4-metilpiperidin-
1-il)piridina (MPP), 4-morfolinopiridina (MORP), 4-(2,5-dimetil-2,5-dihidro-1H-pirrol-1-il)piridina, N,N-dimetil-N"-piridin-
4-ilimido-formamida y N,N,N',N-tetrametil-N"-piridin-4-il-guanidina.

22. Kit para realizar un ensayo de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 11 a 21, comprendiendo el kit

luminol, un oxidante, un mediador de electrones y un catalizador de acilacion hipernucledfila como se define en las
reivindicaciones 2 y 3.

13
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