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ES 2 325 808 T3

DESCRIPCIÓN

Método mejorado para detección de ATP.

Campo de la invención

La presente invención se refiere en general a los campos de biología celular y biología molecular. En particular,
esta invención se refiere a métodos, composiciones y kits para mejorar la detección y cuantificación de ATP.

Antecedentes de la invención

Los avances en las ciencias biológicas, biomédicas y farmacéuticas han acelerado el ritmo de la investigación y el
diagnóstico sin precedentes en el pasado. Con secuencias genómicas completas volviéndose rápidamente y sucesiva-
mente disponibles, el conjunto de bibliotecas grandes de moléculas pequeñas y la capacidad de mover el desarrollo
farmacéutico, los ensayos de diagnóstico clínico y la investigación básica desde un enfoque reduccionista hasta un
sistema global exige ensayos que faciliten análisis de alto rendimiento. Ya no se necesita analizar las moléculas de
forma única para determinar sus efectos sobre un proceso solo; en lugar de ello, se pueden estudiar los efectos de
muchas moléculas sobre varios sistemas biológicos de forma simultánea. Si son apropiados, están disponibles ensayos
rápidos, fiables y precisos.

Los bioensayos preferidos que ayudan a evaluar la salud celular son los que detectan y cuantifican adenosin tri-
fosfato (ATP). La hidrólisis de ATP impulsa muchos de los procesos bioquímicos de una célula. Las células sanas y
viables son ricas en ATP; las células muertas o que están muriendo tienen poco ATP.

Se pueden usar ensayos eficaces, fiables y precisos para determinar viabilidad celular para descubrir rápidamente
agentes citotóxicos o agentes de proliferación celular y determinar el efecto citotóxico o efecto de proliferación ce-
lular de agentes sobre las células. La investigación farmacéutica del cáncer con frecuencia se esfuerza en identificar
compuestos que matan selectivamente células que se dividen rápidamente, una característica principal de las células
cancerosas. Aunque se han identificado algunos compuestos citotóxicos anticancerosos eficaces, innumerables com-
puestos potencialmente más valiosos esperan ser identificados. Las exploraciones de alto rendimiento de bibliotecas
de compuestos, acopladas con ensayos de viabilidad celular eficaces, pueden identificar rápidamente tales compuestos.
En algunos sistemas del organismo, la muerte celular controlada es crucial para la función apropiada. Por ejemplo,
el desarrollo del sistema inmune -un proceso continuo- depende de la apoptosis (muerte celular programada). El des-
cubrimiento de fármacos para tratar disfunciones relacionadas con el sistema inmune con frecuencia depende de la
determinación de viabilidad celular. La eficacia de un compuesto candidato sobre viabilidad celular se puede ensayar
detectando ATP, ya que la producción de ATP sólo se realiza en células metabólicamente activas (vivas) y el ATP
residual en una célula se degrada después de la muerte celular, de forma particularmente rápida en muerte celular no
apoptótica (necrótica). Los sistemas de ensayo que no sólo facilitan la evaluación de una sustancia sobre la viabili-
dad celular, sino que también permiten exploraciones de alto rendimiento que pueden ensayar rápidamente miles de
compuestos, modernizan el descubrimiento de fármacos nuevos.

En situaciones clínicas, los ensayos de diagnóstico en grandes cantidades de muestras se facilitan cuando se usan
ensayos sencillos, precisos y seguros. Entonces, los tratamientos para enfermedades se pueden determinar e iniciar
fácilmente.

Con la disponibilidad de secuencias genómicas completas, se ha hecho posible la identificación de productos
génicos que influyen en la producción de ATP, indirectamente o directamente y se facilitan exploraciones de alto
rendimiento para identificar tales proteínas mediante ensayos de ATP sencillos, rápidos, precisos y fiables.

Los ensayos de ATP son valiosos para innumerables tipos de mediciones para las que es importante determinar la
presencia o ausencia de microbios o para determinar la cantidad de contaminación microbiana presente, por ejemplo,
determinar la contaminación microbiana de productos finales, supervisión de higiene, eficacia de biocidas, éxito de
procesos de tratamiento de residuos biológicos y similares.

Los ensayos de ATP dependen de moléculas informadoras o marcadores para supervisar cualitativamente o cuan-
titativamente los niveles de ATP. Las moléculas informadoras o marcadores en tales sistemas de ensayo incluyen
isótopos radioactivos, agentes fluorescentes y enzimas, incluyendo enzimas generadoras de luz tales como luciferasa.
Las características deseables de cualquier sistema de molécula informadora incluyen aplicación y detección segura,
rápida y fiable. Los sistemas luminiscentes están entre los más deseables ya que los mismos son excepcionalmente
seguros y sensibles.

Se han aislado enzimas generadoras de luz a partir de determinadas bacterias, protozoarios, celenterios, moluscos,
peces, miriápodos, moscas, hongos, gusanos y crustáceos. Las enzimas aisladas a partir de escarabajos, particularmen-
te las luciérnagas del género Photinus, Photuris y Luciola y a partir de escarabajos de resorte del género Pyrophorus,
han encontrado uso generalizado en sistemas de informador. En muchos de estos organismos, las enzimas tales como
luciferasas catalizan óxido reducciones en las que el cambio de energía libre excita una molécula de sustrato hasta un
estado de alta energía. Cuando la molécula excitada vuelve al estado basal, se emite luz visible, es decir “bioluminis-
cencia” o “luminiscencia”. Entre los sistemas de ensayo en los que se ha empleado bioluminiscencia para controlar o
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medir ATP están aquellos en los que se aprovecha la actividad de una enzima bioluminiscente dependiente de ATP,
por ejemplo, una luciferasa de escarabajo.

Cuando la luciferasa se combina con una muestra con el propósito de detectar ATP, es típicamente deseable inhibir
ATPasas endógenas de la muestra así como enzimas que generan ATP, asegurando de ese modo que el ATP detectado
corresponde a la cantidad real de ATP en una muestra en un momento deseado. Se conocen muchos inhibidores
de ATPasa, que incluyen detergentes, especialmente detergentes que están cargados positivamente. Sin embargo, la
mayoría de inhibidores de ATPasa son eficaces no sólo eliminado la función endógena de ATPasa de la muestra (por
ejemplo, una célula o población celular), sino también ATPasas que se pueden usar como la molécula informadora,
tal como luciferasa. Adicionalmente, para el recuento de la producción de ATP, se desean inhibidores de enzimas que
fosforilan, tales como quinasas. Sin embargo, estos inhibidores, tales como fluoruro de sodio (NaF), también pueden
influir en la función de luciferasa. Un desafío para mejorar la detección de ATP en una muestra usando luciferasa es
que depende de métodos y composiciones que sustancialmente reducen o eliminan la actividad de ATPasa y actividad
generadora de ATP endógena de la muestra, estabilizando de ese modo la cantidad de ATP presente en la muestra
hasta la que está presente cuando se añade la composición, sin confundir la función de luciferasa.

Existen múltiples variaciones de métodos de detección de ATP celular usados actualmente, los cuales actúan de
una manera progresiva. Algunos de tales métodos en primer lugar lisan las células e inactivan la actividad de ATPasa
endógena de la muestra (por ejemplo, aumentando el pH de la muestra), después neutralizan el inhibidor de ATPasa,
convirtiendo de ese modo el entorno de la muestra en uno favorable para la actividad de luciferasa antes de añadir la
luciferasa y detectar la luminiscencia. Otros métodos de este tipo combinan la neutralización del inhibidor de ATPasa
con la adición de luciferasa. No existen sistemas de detección de ATP que proporcionen una composición o método
capaz de inactivar la actividad de ATPasa endógena y detectar actividad de luciferasa en el mismo entorno. Por lo
tanto, los ensayos actuales que usan luminiscencia para detectar ATP tienen la desventaja de necesitar etapas sucesivas
y que requieren mucho tiempo.

El documento EP 104151 describe una luciferasa que tiene resistencia a un tensioactivo y un método multi etapa
para medir ATP intracelular que comprende, en primer lugar extraer ATP de las células en una muestra, en segundo
lugar añadir un reactivo de luminiscencia que contenga luciferasa para que la solución de ATP extraída suscite la
emisión de luz y en tercer lugar medir la emisión de luz.

La presente invención proporciona composiciones con propiedades de estabilidad mejorada que comprenden una
luciferasa y uno o más inhibidores de ATPasa y además proporciona métodos que usan estas composiciones nuevas
para detectar ATP en una muestra reduciendo las etapas de lisis celular, inhibición de ATPasa endógena y adición de
sustrato y luciferasa a una etapa única que después se sigue mediante la detección de luminiscencia. Debido a que rea-
lizaciones de la invención reducen significativamente el tiempo y esfuerzo de detecciones mediadas por luciferasa de
ATP eliminando la necesidad de neutralizar la actividad de inhibidor de ATPasa antes de añadir luciferasa, finalmente
se pueden realizar eficazmente ensayos de alto rendimiento.

Sumario de la invención

La invención se refiere a métodos, de acuerdo con las reivindicaciones 1-22, que se usan para detectar y cuantificar
niveles de ATP en una muestra. El método comprende añadir a una muestra una composición (“composición de
reactivo”) que comprende una enzima luciferasa y un inhibidor de ATPasa y detectar la luminiscencia producida en
la muestra por la conversión de un sustrato en un compuesto luminiscente mediante la luciferasa. La composición de
reactivo tiene propiedades de estabilidad mejorada, eliminando de ese modo la etapa tradicional de inhibir ATPasas
endógenas a una muestra antes de añadir enzima luciferasa a la muestra. Por tanto, aunque la luciferasa funciona como
una ATPasa, cuando está en la composición de reactivo es resistente a los efectos de un inhibidor de ATPasa también
presente en la composición de reactivo. Tales composiciones de reactivo estables facilitan muchas detecciones de ATP
en una muestra a lo largo de un período de tiempo largo así como la detección de ATP en muchas muestras a lo largo
de un período de tiempo largo.

En general, los métodos comprenden añadir una composición (“composición de reactivo”) que comprende una
luciferasa seleccionada entre el grupo que consiste en (SEC ID Nº: 1-4) y uno o más inhibidores de ATPasa a una
muestra y detectar luminiscencia, donde la actividad de la composición de reactivo tiene estabilidad mejorada [es
decir, la composición de reactivo es capaz de mantener una actividad de al menos aproximadamente el 30%, más pre-
feriblemente al menos aproximadamente el 60% (medido mediante luminiscencia cuando la composición de reactivo
se combina con la muestra) durante al menos una hora, aún más preferiblemente una actividad de al menos el 70%, el
80%, el 90%, el 95%, el 99% o mayor durante al menos una hora, aún más preferiblemente durante al menos dos horas
e incluso más preferiblemente durante al menos cuatro horas con relación a la actividad de la composición de reactivo
cuando se crea, es decir, inmediatamente después (0 a 10 minutos) de que la enzima luciferasa se combina con un in-
hibidor de ATPasa] y donde el inhibidor de ATPasa está presente en la composición de reactivo en una concentración
suficiente para reducir la actividad de ATPasa endógena de la muestra en al menos aproximadamente el 25%, más
preferiblemente al menos aproximadamente el 30%, más preferiblemente al menos aproximadamente el 40%, incluso
más preferiblemente el 50%, el 60%, el 70%, el 80%, el 90%, el 95% o el 99% o mayor con relación a la actividad
de ATPasa de la muestra en ausencia del inhibidor de ATPasa. La composición de reactivo se puede mezclar antes del
uso añadiendo una solución que comprenda uno o más inhibidores de ATPasa a una luciferasa liofilizada.
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La pérdida de estabilidad se define como pérdida irreversible de actividad. La composición de reactivo pierde
estabilidad a lo largo del tiempo y la cantidad de actividad perdida varía dependiendo de la luciferasa particular, el in-
hibidor de ATPasa y, cuando está presente, el agente estabilizante de enzima usado. Preferiblemente, la estabilidad de
la composición de reactivo se puede demostrar en el intervalo de temperatura de aproximadamente 20ºC a aproxima-
damente 37ºC. Aunque los métodos de la invención se pueden usar con una muestra que contenga cualquier cantidad
de ATP, es preferible usar una muestra que contenga una cantidad no saturada de ATP (es decir, un intervalo en el que
la luminiscencia sea linealmente proporcional a la concentración de ATP).

La luminiscencia generada por una reacción de luciferasa típicamente se detecta con un luminómetro, aunque se
pueden usar otros medios de detección. La presencia de luz mayor que el nivel de fondo indica la presencia de ATP
en la muestra. El nivel de fondo de luminiscencia típicamente se mide en la misma matriz en la que está la muestra,
pero en ausencia de la muestra. Un especialista en la técnica diseña fácilmente reacciones de control adecuadas. Las
luciferasas preferidas usadas en las composiciones y métodos de la invención generan una señal estable, es decir, las
mismas producen duración mejorada de luminiscencia en una reacción de luciferasa definida como menos del 50%
de pérdida de luminiscencia por hora con relación a la luminiscencia en el momento en que se inició la reacción de
luciferasa. Las luciferasas preferidas de la invención permiten análisis múltiple de una muestra a lo largo del tiempo o
análisis de muchas muestras a lo largo del tiempo, una hora después de que la luciferasa se combina con el inhibidor
de ATPasa, más preferiblemente dos horas y lo más preferible es que sea cuatro horas o más. Opcionalmente, las
luciferasas usadas en las composiciones y métodos de la invención tienen propiedades de termoestabilidad mejorada.

Cuantificar la cantidad de luz emitida también cuantifica la cantidad de ATP en una muestra y, de ese modo, la
cantidad de células vivas. Los valores cuantitativos de ATP se obtienen, por ejemplo, cuando la cantidad de luz emitida
a partir de una muestra de ensayo se compara con la cantidad de luz emitida a partir de una muestra de control o con
una curva normal determinada usando cantidades conocidas de ATP y las mismas condiciones de luciferasa, sustrato y
reacción (es decir, temperatura, pH, etc.). Se entiende que la cuantificación implica sustracción de los valores de fondo.
Los valores de ATP cualitativos se obtienen cuando la luminiscencia emitida a partir de una muestra se compara con
la luminiscencia emitida a partir de otra muestra sin una necesidad de saber la cantidad absoluta de ATP presente
en las muestras, por ejemplo, una comparación de muestras en presencia o ausencia de un compuesto de ensayo. Un
especialista en la técnica puede diseñar fácilmente muchos de tales experimentos.

Los ejemplos de inhibidores de ATPasa incluyen detergentes, preferiblemente detergentes con grupos cargados
tales como detergentes catiónicos [por ejemplo, DTAB (bromuro de dodeciltrimetilamonio), CTAB (cetiltrimetilamo-
nio) y BDDABr (bromuro de bencildimetildodecilamonio)], detergentes aniónicos (por ejemplo, SDS y desoxicolato)
y detergentes zwitteriónicos (por ejemplo, sulfobetaina 3-10). Para facilitar el método, se puede incluir en la compo-
sición de reactivo un sustrato para la luciferasa, tal como luciferina. Otras realizaciones de la composición de reactivo
además comprenden un compuesto, tal como NaF, que evita un aumento en niveles de ATP en la muestra a lo largo
del tiempo. Otros compuestos que evitan un aumento en los niveles de ATP en la muestra incluyen vanadato y para-
nitrofenilfosfato. Otras realizaciones de la composición de reactivo comprenden además un tampón y magnesio. Un
especialista en la técnica conoce que otros cationes, tales como manganeso y calcio, pueden ser sustitutos adecuados
del magnesio.

La composición de reacción también puede comprender un agente estabilizante de enzima. El agente estabilizante
de enzima puede ser cualquier compuesto que estabilice la luciferasa de la degradación. Los agentes estabilizantes de
enzima adecuados incluyen proteínas (tales como albúmina sérica bovina o gelatina) o detergentes (preferiblemente
detergentes no iónicos, más preferiblemente THESIT).

Debido a que la presencia de ATP (o una proporción de ATP:ADP particular) es una propiedad de células vivas, la
invención también se dirige a detectar y cuantificar células vivas en una muestra usando las composiciones descritas
anteriormente. Entonces, la cantidad de luminiscencia se correlaciona con el número de células viables dentro de una
población, medida habitualmente lisando una alícuota de una población de células de interés mientras se aplica la
invención o extrayendo el ATP a partir de una célula o población de células.

Además, la presente invención es útil para determinar el efecto de moléculas pequeñas (que incluyen moléculas
orgánicas e inorgánicas y moléculas sintéticas y de origen natural) sobre células vivas, lo cual a su vez permite la
evaluación de si la molécula pequeña puede funcionar como un agente farmacéutico. Por tanto, la invención también
se dirige a métodos que determinen el efecto de un compuesto sobre una primera población de células poniendo en
contacto la primera población de células con una concentración del compuesto y después, en un momento posterior,
poniendo en contacto la primera población de células con una composición de la invención, detectando y comparando
la cantidad de luminiscencia en la primera población con una cantidad de luminiscencia en una segunda población de
células. La segunda población de células se puede poner en contacto con una concentración del compuesto que sea
menor que la concentración que se pone en contacto con la primera población de células o sin compuesto. Una cantidad
menor de luminiscencia detectada a partir de la primera población en comparación con la segunda población puede
indicar que el compuesto comprende un agente citotóxico. De esta manera, se pueden descubrir reactivos citotóxicos.
De forma similar, la invención es útil para descubrir reactivos de proliferación celular, es decir, compuestos que
estimulan el crecimiento celular. Usando el ejemplo anterior, una cantidad menor de luminiscencia detectada a partir
de la segunda población en comparación con la primera población puede indicar que el compuesto comprende un
agente de proliferación celular. La invención es útil para comparar los efectos de diferentes compuestos a la misma
concentración sobre células. La invención también es útil para comparar el efecto de un compuesto sobre diferentes
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tipos de células. Un especialista en la técnica puede desarrollar muchos ensayos diferentes para los que la invención
es útil.

La invención también describe kits. Tales kits se diseñan para determinar la presencia de ATP en una muestra, por
ejemplo, midiendo la viabilidad celular dentro de una población de células o determinando los efectos de compuestos
sobre células. Los kits pueden ser polivalentes para que se pueda conseguir más de un propósito. En una realización,
un kit que se usa para detectar ATP en una muestra puede comprender luciferasa liofilizada en un envase, mientras otro
envase contiene tampón de reconstitución con uno o más inhibidores de ATPasa. Los inhibidores de ATPasa pueden
ser detergentes, preferiblemente detergentes con grupos iónicos que incluyen detergentes catiónicos (preferiblemente
DTAB o BDDABr), detergentes aniónicos (preferiblemente SDS o desoxicolato) o detergentes zwitteriónicos (prefe-
riblemente sulfobetaina 3-10) o una combinación de los mismos.

El kit también puede suministrar un sustrato de luciferasa, tal como luciferina. El kit también puede suministrar
magnesio u otros cationes tales como manganeso o calcio. Para facilitar el uso de experimentos de control con con-
centraciones conocidas de ATP, tal como en realizaciones de los kits que se usan para cuantificar ATP en una muestra,
también se puede suministrar un envase que tenga ATP en tales kits. El kit también puede suministrar un compuesto
que evite un aumento en la cantidad de ATP en la muestra a lo largo del tiempo (por ejemplo, NaF). El kit también
puede suministrar un agente de lisis celular o un agente de extracción de ATP (por ejemplo, TCA, DMSA, CTAB, eta-
nol y similares). El kit también puede suministrar un tampón. El kit también puede suministrar un agente estabilizante
de enzima, por ejemplo, BSA o gelatina o THESIT.

Un kit contiene componentes que, cuando se combinan, generan una composición de reactivo que (i) mantiene
una actividad de al menos aproximadamente el 30% (preferiblemente al menos aproximadamente el 60%, incluso
más preferiblemente al menos el 70%, el 80%, el 90%, el 95% y el 99%) durante al menos aproximadamente una
hora (preferiblemente al menos dos horas, más preferiblemente cuatro horas), detectada por la luminiscencia cuando
la composición de reactivo se combina con una muestra y con relación a la actividad de la composición de reactivo
inmediatamente después de su ensamblaje (es decir, de 0 a 10 minutos después de que el componente que comprende
luciferasa se combine con el componente que comprende un inhibidor de ATPasa) y (ii) reduce la actividad de ATPasa
en al menos aproximadamente el 25% o al menos aproximadamente el 30%, (preferiblemente al menos aproximada-
mente el 40%, aún más preferiblemente al menos aproximadamente el 50%, el 60%, el 70%, el 80%, el 90%, el 95%,
el 99% o cualquier aumento en el mismo) que es endógena a la muestra en relación con la actividad de ATPasa de la
muestra en ausencia del inhibidor de ATPasa.

El componente que comprende un inhibidor de ATPasa puede comprender más de un inhibidor de ATPasa donde
los mismos están presentes en la composición de reactivo en una concentración de manera que su efecto combinado
reduzca la actividad de ATPasa en al menos aproximadamente el 25% o al menos aproximadamente el 30%, (prefe-
riblemente al menos aproximadamente el 40%, aún más preferiblemente al menos aproximadamente el 50%, el 60%,
el 70%, el 80%, el 90%, el 95%, el 99% o cualquier aumento en el mismo) que sea endógena a la muestra en relación
con la actividad de ATPasa de la muestra en ausencia del inhibidor de ATPasa y cuando permita la composición de
reactivo.

El kit puede comprender un envase que comprende una solución de detergente tamponada, dicha solución de deter-
gente tamponada a un pH en el intervalo de aproximadamente pH 6,0 hasta aproximadamente pH 8,0 y dicha solución
de detergente tamponada comprende DTAB, cuya concentración en la composición de reactivo está en el intervalo de
aproximadamente el 0,05% a aproximadamente el 2% (p/v) y opcionalmente comprende NaF cuya concentración en la
composición de reactivo está en el intervalo de aproximadamente 1 mM a aproximadamente 20 mM y opcionalmente
comprende THESIT cuya concentración en la composición de reactivo está en el intervalo de aproximadamente el 1%
a aproximadamente el 5%. El kit comprende adicionalmente un envase separado que comprende luciferasa liofilizada,
preferiblemente una luciferasa con la secuencia de SEC ID Nº: 1, 2, 3 ó 4, más preferiblemente SEC ID Nº: 2 ó 4.
Preferiblemente la luciferasa, cuando se combina con la solución de detergente tamponada creando la composición
de reactivo, está en una concentración de 1 µg/ml o mayor, más preferiblemente en una concentración de 80 µg/ml
o mayor. Preferiblemente, el envase que comprende luciferasa liofilizada comprende además luciferina liofilizada.
Opcionalmente, el kit comprende además instrucciones de uso del kit con el propósito de medir ATP.

Breve descripción de los dibujos

La Figura 1 es un gráfico que ilustra el efecto de concentraciones crecientes de diversos detergentes no iónicos y
zwitteriónicos sobre actividad de ATPasa relativa en una muestra.

La Figura 2 es un gráfico que ilustra el efecto de concentraciones crecientes de diversos detergentes catiónicos o
aniónicos sobre actividad de ATPasa relativa en una muestra.

Descripción detallada de la invención

La presente invención describe composiciones con propiedades de estabilidad mejorada que comprenden una lu-
ciferasa y uno o más inhibidores de ATPasa. La invención describe además composiciones con propiedades de esta-
bilidad mejorada que comprenden un agente de lisis celular, una luciferasa y uno o más inhibidores de ATPasa. La
invención proporciona métodos que usan estas composiciones nuevas para detectar ATP en una muestra reduciendo las
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etapas de lisis celular, inhibición de ATPasa endógena y adición de sustrato y luciferasa a una etapa única que después
viene seguida de detección de la luminiscencia resultante. Alternativamente, la lisis celular se puede reemplazar por
extracción de ATP a partir de una célula o una población de células. Preferiblemente, la luminiscencia resultante a
partir de la combinación de una composición de la invención con una muestra tiene una duración prolongada, es decir,
disminuida en menos de aproximadamente el 50% por hora con relación a la luminiscencia inmediatamente después
de que la composición se combina con la muestra. El proceso de la invención reduce significativamente el tiempo
y esfuerzo de la detección de ATP mediada por luciferasa en una muestra eliminando la necesidad de neutralizar la
actividad de inhibidor de ATPasa antes de añadir luciferasa.

Existen múltiples variaciones de los métodos de detección de ATP usados actualmente, de los cuales todos actúan
de una manera gradual. Algunos de tales métodos en primer lugar lisan las células e inactivan la actividad de ATPasa
endógena de una muestra (por ejemplo, aumentando el pH de la muestra) y después neutralizan el inhibidor de AT-
Pasa, convirtiendo de ese modo el entorno de la muestra de uno que favorece la inhibición de ATPasa y desfavorable
para la actividad de luciferasa en uno favorable para la actividad de luciferasa antes de añadir luciferasa y medir la
luminiscencia. Existen métodos similares en los que el entorno de la muestra se convierte en uno que favorece la
actividad de luciferasa al mismo tiempo que se añade enzima luciferasa. No existen sistemas de detección de ATP que
proporcionen una composición o método capaz de inactivar la actividad de ATPasa endógena y permitir la actividad
de luciferasa en el mismo entorno. Y no existen sistemas de detección de ATP que proporcionen una composición o
método capaz de lisar células o extraer ATP celular, inhibir la actividad de ATPasa endógena de una muestra y permitir
la actividad de luciferasa en el mismo entorno. Por lo tanto, los ensayos actuales que usan luminiscencia para detectar
ATP tienen la desventaja de necesitar etapas sucesivas y que requieren mucho tiempo.

En realizaciones preferidas, la presente invención reduce a una etapa única las manipulaciones necesarias para
detección de ATP en una muestra, antes de la medición de luminiscencia. En el ensayo de ATP de etapa única de la
invención, todos los componentes necesarios de la enzima dependiente de ATP (por ejemplo, luciferasa), tales como
la enzima, sustratos e inhibidores de ATPasa están comprendidos dentro de una composición de reactivo y se añaden
a una muestra al mismo tiempo. En algunas realizaciones, la composición de reactivo comprende además un agente
de lisis celular o un agente para extracción de ATP de las células. En algunas realizaciones, un componente de la
composición de reactivo es un compuesto (por ejemplo, NaF) que evita un aumento en los niveles de ATP en la
muestra a lo largo del tiempo. El mecanismo mediante el cual los niveles de ATP aumentan a lo largo del tiempo en
determinadas muestras, tales como un lisado celular preparado con células linfoides (por ejemplo, células de Jurkat),
no se entiende bien, pero posiblemente se produce como resultado de la actividad de una enzima quinasa endógena
a la muestra. En algunas realizaciones, un componente de la composición de reactivo es un agente estabilizante de
enzima.

A. Definiciones

A menos que se defina de otra manera, todas las expresiones técnicas y científicas tienen el mismo significado que
entiende comúnmente un especialista en la técnica al que pertenece esta invención. Todas las patentes y publicaciones
citadas se incorporan como referencia en su totalidad a menos que se indique de otro modo.

Las recomendaciones de nomenclatura de Demerec et al., 1966, donde las mismas son pertinentes a genética,
se adaptan en este documento. Para distinguir entre genes (y ácidos nucleicos relacionados) y las proteínas que los
mismos codifican, las abreviaturas para genes se indican mediante texto en cursivas (o subrayado), mientras que las
abreviaturas de las proteínas comienzan con una letra mayúscula y no se ponen en cursivas. Por tanto, luc o Luc se
refiere a la secuencia de nucleótidos de luciferasa que codifica el polipéptido de luciferasa o Luc.

Una luciferasa “aislada” o “purificada” es aquella que se ha identificado y separado y/o recuperado a partir de un
componente de su entorno natural.

El término “muestra” como se usa en este documento, se usa en su sentido más amplio. Una muestra es una
composición que se sospecha que contiene ATP que se analiza usando la invención. Mientras que con frecuencia se
conoce que una muestra contiene o se sospecha que contiene una célula o una población de células, opcionalmente en
un medio de cultivo o un lisado celular, una muestra también puede ser una superficie sólida (por ejemplo, un hisopo,
membrana, filtro o partícula), que se sospecha que contiene una célula o población de células unida. Se contempla que
para una muestra sólida de este tipo, se prepara una muestra acuosa añadiendo el sólido a la composición de reactivo
de la invención o a otra solución acuosa a la que se añade la composición de reactivo de la invención. En algunos casos
es deseable la filtración para generar una muestra, por ejemplo, para ensayar un líquido o muestra gaseosa mediante
un proceso de la invención. La filtración se prefiere cuando una muestra se toma a partir de un volumen grande de un
gas o líquido diluido.

El término “detección”, como se usa en este documento, se refiere a determinar cuantitativamente o cualitativa-
mente la presencia o ausencia de un componente dentro de la muestra.

“Porcentaje (%) de identidad de secuencia de aminoácidos” se define como el porcentaje de residuos de aminoá-
cidos en una secuencia que son idénticos a, con o frente a residuos de aminoácidos de una segunda secuencia en
la región de superposición cuando las dos secuencias están alineadas de forma óptima. Para determinar el porcen-
taje de identidad de aminoácidos, las secuencias se alinean localmente y, si es necesario, se introducen huecos para
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conseguir el porcentaje máximo de identidad de secuencia; las sustituciones conservativas no se recuentan cuando
se calcula la identidad de secuencia. Los especialistas en la técnica conocen los procedimientos de alineamiento de
secuencias de aminoácidos para determinar el porcentaje de identidad. Se puede usar software informático disponible
al Público tal como software BLAST (NCBI en www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) para alinear secuencias peptídicas.
Los especialistas en la técnica pueden determinar algoritmos y parámetros apropiados para medir alineamiento, que
incluyen cualquiera de los algoritmos y parámetros necesarios para conseguir alineamiento óptimo de dos secuencias
de aminoácidos.

Cuando las secuencias de aminoácidos están alineadas, el porcentaje de identidad de secuencia de aminoácidos de
una secuencia de aminoácidos determinada A para, con o frente a una secuencia de aminoácidos determinada B (que
se puede expresar alternativamente como una secuencia de aminoácidos determinada A que tiene o comprende un
porcentaje determinado de identidad de secuencia de aminoácidos para, con o frente a una secuencia de aminoácidos
determinada B) se puede calcular como:

% de identidad de secuencia de aminoácidos = (X/Y)·100

donde X es el número de residuos de aminoácidos valorados como coincidencias idénticas en el alineamiento óptimo
de A y B mediante el programa o algoritmo de alineamiento de secuencias e Y es el número total de posiciones de
aminoácidos alineadas.

B. Composición de reactivo

La composición de reactivo descrita por la presente invención comprende uno o más inhibidores de ATPasa, prefe-
riblemente un detergente y una enzima dependiente de ATP no endógena, donde la composición es capaz de mantener
una actividad enzimática de al menos aproximadamente el 30% durante al menos aproximadamente una hora, prefe-
riblemente al menos aproximadamente 2 horas, más preferiblemente al menos aproximadamente 4 horas, en compa-
ración con su actividad inmediatamente después (de 0 a 10 minutos) de que la enzima se combine con el inhibidor de
ATPasa y donde el uno o más inhibidores de ATPasa están presentes en la composición en una concentración suficiente
para reducir colectivamente la actividad de ATPasa endógena de la muestra en al menos aproximadamente el 25% más
preferiblemente al menos aproximadamente el 30%, el 40%, el 50%, el 60%, el 70%, el 80%, el 90%, el 95% o el
99% o cualquier aumento en los mismos con relación a la actividad de ATPasa endógena de la muestra en ausencia
del inhibidor de ATPasa. En realizaciones preferidas de la invención, las enzimas dependientes de ATP no endógenas
son luciferasas.

1. Luciferasas

Las enzimas luciferasa cuyos productos catalíticos incluyen luz, ofrecen sensibilidad, un producto detectable y
posibilitan la medición sencilla de ATP. Sin embargo, se puede usar cualquier enzima productora de luminiscencia que
sea dependiente de ATP en los métodos y composiciones de la presente invención.

En su nivel más básico, las luciferasas se definen por su capacidad de producir luminiscencia. Más específicamente,
una luciferasa es una enzima que cataliza la oxidación de un sustrato, luciferina, produciendo de ese modo oxiluciferina
y fotones.

Hasta la fecha, se han identificado cinco clases de luciferasas (Jones et al., 1999; Thomson et al., 1997). De éstas,
las luciferasas de escarabajo tales como las de la luciérnaga común (familia Lampyridae)), forman una clase diferente
con orígenes evolutivos únicos (McElroy et al., 1969; White et al., 1969; White et al., 1975). Las luciferasas de
escarabajo con frecuencia se denominan luciferasas de luciérnaga en la bibliografía; sin embargo, las luciferasas de
luciérnaga son en realidad un subgrupo de la clase de luciferasa de escarabajo. Las luciferasas de escarabajo se pueden
purificar a partir de las linternas de los mismos escarabajos o a partir de sistemas de expresión de proteína conocidos
en la técnica (Baldwin y Green, 200; Beny y Dolivo, 1976; Branchini et al., 1980; Filippova et al., 1989).

Las luciferasas de escarabajo, particularmente luciferasa de luciérnaga de la luciérnaga Norteamericana Photinus
pyralis, se conocen en la técnica. La luciferasa de P. Pyralis (LucPpy) consiste en aproximadamente 550 aminoácidos
de M, 61 kDa calculado mediante la proteína codificada por la secuencia de nucleótidos del gen. Sin embargo, son
deseables otras luciferasas de luciérnaga, tales como luciferasa de luciérnaga Photuris pennsylvanica (LucPpe2; 545
residuos de aminoácidos; GenBank 2190534, (Ye et al., 1997)). Se prefieren las luciferasas mutantes obtenidas a par-
tir de LucPpe2 (por ejemplo, LucPpe2m78 (también conocida como 78-0B10), SEC ID Nº: 1; LucPpe2m90 (también
conocida como 90-1B5), SEC ID Nº: 2; LucPpe2m133 (también conocida como 133-1B2), SEC ID Nº: 3, LucP-
pe2m146 (también conocida como 146-1H2), SEC ID Nº: 4. El método para preparar LucPpe2m78, LucPpe2m90,
LucPpe2m133 y LucPpe2m146 se describe en el documento WO 01/20002.

Las luciferasas aisladas y/o purificadas se usan típicamente en la presente invención. Los componentes contami-
nantes de su entorno natural son materiales que interferirían típicamente con los usos de diagnóstico o terapéuticos
de la luciferasa y pueden incluir enzimas, hormonas y otros materiales proteináceos o no proteináceos. Una técnica
para evaluar la pureza es aplicar análisis de SDS-PAGE en condiciones no reductoras o reductoras usando tinción de
azul de Coomassie o de plata. Las luciferasas aisladas incluyen luciferasa in situ dentro de células recombinantes, ya
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que no estará presente al menos un componente del entorno natural de luciferasa. Las luciferasas se pueden aislar a
partir de muestras de ensayo biológicas que producen luciferasa o a partir de una célula que exprese un polinucleótido
exógeno que codifica una luciferasa deseada (por ejemplo, un nucleótido que codifica 78-0B10, 90-1B5, 133-1B2 ó
146-1H2 (SEC ID Nº: 5-8, respectivamente)). Los especialistas en la técnica conocen tales técnicas.

El sustrato de origen natural para luciferasas de escarabajo es luciferina de luciérnaga, un ácido orgánico polihe-
terocíclico, un ácido orgánico poliheterocíclico, ácido D-(-)-2-(6’-hidroxi-2’-benzotiazolil)-∆2-tiazolin-4-carboxílico
(luciferina). La luciferina se puede aislar a partir de la naturaleza (por ejemplo, a partir de luciérnagas) o se puede sin-
tetizar. La luciferina sintética puede tener la misma estructura que la luciferina de origen natural o se puede derivatizar,
mientras funcione de forma análoga (Bowie et al., 1973; Branchini, 2000; Craig et al., 1991; Miska y Geiger, 1987;
Yang y Thomason, 1993). Los ejemplos de derivados de luciferina incluyen éster metílico de D-luciferina, D-luciferil-
L-fenilalanina, D-luciferil-L-N-α-arginina, D-luciferina-O-sulfato y D-luciferina-O-fosfato (Miska y Geiger, 1987),
ésteres de luciferasas que se hidrolizan o sobre los que actúan esterasas para luciferina mediante componentes en una
muestra (Craig et al., 1991; Yang y Thomason, 1993). Otros ejemplos de análogos de luciferina útiles incluyen naftil-
y quinolilluciferina, que emiten luz en los espectros de luz verde y roja respectivamente (Branchini et al., 1989). Exis-
ten múltiples fuentes comerciales de luciferina (por ejemplo, Promega Corp. Madison, WI; Molecular Probes, Eugene,
OR).

La reacción catalizada por luciferasa de escarabajo que produce luminiscencia (la reacción de luciferasa-luciferina)
implica luciferina de luciérnaga, adenosin trifosfato (ATP), magnesio y oxígeno molecular. En la reacción inicial, la
luciferina de luciérnaga y el ATP reaccionan para formar luciferil adenilato con la eliminación de pirofosfato inorgáni-
co. El luciferil adenilato permanece unido firmemente al sitio catalítico de luciferasa. Cuando esta forma de la enzima
se expone a oxígeno molecular, el luciferil adenilato unido a enzima se oxida para producir oxiluciferina en un estado
electrónicamente excitado. La luciferina oxidada excitada emite luz al volver al estado basal:

Se contempla que la función de ATP de la reacción se pueda realizar mediante un análogo de ATP (por ejemplo,
ATPd). También se contempla que otros iones puedan servir como sustitutos de iones de magnesio (por ejemplo, MN2+

o Ca2+). Adicionalmente, el oxígeno es un reactivo de la reacción. Por lo tanto, la reacción no se debe conducir en
condiciones anaeróbicas. Sin embargo, generalmente no es necesario para practicar la invención proporcionar más
oxígeno del que está presente en el aire. Las reacciones pueden tener lugar en envases cerrados, con tal de que exista
suficiente oxígeno en la solución de reacción.

La mayoría de las reacciones luciferasa-luciferina generan un destello de luz que es efímero. Sin embargo, algunas
de las luciferasas preferidas para uso con la invención, por ejemplo, luciferasas LucPpe2m146 y LucPpe2m90, en
las condiciones de la invención generan una señal luminiscente de “tipo brillante” con menos del 50% de pérdida de
luminiscencia por hora después de que la composición de reactivo se combina con la muestra.

Una variante de luciferasa de longitud completa tendrá una identidad de secuencia de aminoácidos de al menos
aproximadamente el 80%, preferiblemente una identidad de secuencia de aminoácidos de al menos aproximadamente
el 81%, más preferiblemente una identidad de secuencia de aminoácidos de al menos aproximadamente el 82%, el
83%, el 84%, el 85%, el 86%, el 87%, el 88%, el 89%, el 90%, el 91%, el 92%, el 93%, el 94%, el 95%, el 96%, el
97% y el 98% y lo más preferiblemente una identidad de secuencia de aminoácidos de al menos aproximadamente
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el 99% con una secuencia de luciferasa nativa de longitud completa y conservará la capacidad de generar luminis-
cencia. Generalmente, los fragmentos de luciferasa variante tienen una longitud de al menos aproximadamente 50
aminoácidos, con frecuencia al menos aproximadamente 60 aminoácidos, con más frecuencia una longitud de al me-
nos aproximadamente 70, 80, 90, 100, 150, 200, 300, 400, 500 ó 550 o más aminoácidos y conservan la capacidad
de generar luminiscencia. Una luciferasa, fragmento de luciferasa, variante de luciferasa o fragmento de luciferasa
variante se puede fusionar con otras secuencias de aminoácidos no luciferasa y aún ser funcional.

Se puede purificar luciferasa de escarabajo de longitud completa, fragmentos de luciferasa de escarabajo, variantes
de luciferasa de escarabajo y fragmentos variantes de enzima luciferasa de escarabajo a partir de una fuente nativa o
prepararse mediante varias técnicas, que incluyen (1) síntesis química, (2) digestión enzimática (proteasa) de luciferasa
y (3) métodos de ADN recombinante. Los métodos de síntesis química se conocen en la técnica, como lo son métodos
que emplean proteasas para escindir sitios específicos. Para producir segmentos de proteína de luciferasa, se pueden
preparar segmentos de luciferasa o variantes de luciferasa y después expresarse en un organismo hospedador, tal
como E. coli. Los métodos tales como digestión con endonucleasa o reacción en cadena de la polimerasa (PCR)
permiten a un especialista en la técnica generar un suministro ilimitado de fragmentos bien definidos. Preferiblemente,
los fragmentos de luciferasa comparten al menos una actividad biológica con luciferasa nativa, así como actividad
catalítica aunque el nivel de actividad puede variar del de la luciferasa nativa.

Se puede usar cualquier tipo de sustitución, inserción o supresión de aminoácidos o combinación de los mismos
para generar una luciferasa variante. Sin embargo, una luciferasa con una sustitución de aminoácido conservativa es
más probable que conserve actividad. Las sustituciones conservativas útiles se muestran en la Tabla A “Sustituciones
preferidas”.

TABLA A

Sustituciones preferidas
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Las sustituciones no conservativas que logran (1) la estructura de la cadena principal del polipéptido, tal como una
conformación de lámina β o helicoidal α, (2) la carga o (3) la hidrofobicidad o (4) la masa de la cadena lateral del
sitio diana pueden modificar la función de luciferasa. Los residuos se dividen en grupos basándose en propiedades
de cadena lateral comunes como se indica en la Tabla B. Las sustituciones no conservativas suponen intercambiar un
elemento de una de estas clases por otra clase.

TABLA B

Clases de aminoácidos

Los genes de luciferasa variante o fragmentos génicos se pueden preparar usando métodos conocidos en la técnica
tales como mutagénesis mediada por oligonucleótidos (dirigida a sitio), exploración de alanina y mutagénesis por
PCR. Se puede realizar mutagénesis dirigida a sitio (Carter, 1986; Zoller y Smith, 1987), mutagénesis de cassette,
mutagénesis de selección de restricción (Wells et al., 1985) u otras técnicas conocidas en el ADN clonado para producir
el ADN de variante de luciferasa (Ausubel et al., 1987; Sambrook, 1989).

2. Luciferasas preferidas

Las luciferasas preferidas de la invención poseen actividad catalítica que depende del ATP y emite fotones. Las
luciferasas preferidas de la invención tienen quimioestabilidad mejorada en presencia de inhibidores de ATPasa con
relación al nivel de quimioestabilidad de luciferasa de P. pyralis (LucPpy) en las mismas condiciones de reacción.
Las luciferasas preferidas usadas en las composiciones y métodos de la invención generan una señal estable, es decir,
las mismas producen duración mejorada de luminiscencia en una reacción de luciferasa definida como una pérdida
de luminiscencia de menos del 50% por hora con relación a la luminiscencia en el momento en el que se inició la
reacción de luciferasa. Las luciferasas preferidas de la invención permiten análisis múltiples de una muestra a lo largo
del tiempo o análisis de muchas muestras a lo largo del tiempo, una hora después de que la luciferasa se combine con
el inhibidor de ATPasa, más preferiblemente dos horas y más preferiblemente cuatro horas o más. Opcionalmente, las
luciferasas usadas en las composiciones y métodos de la invención tienen propiedades de termoestabilidad mejoradas.
Una luciferasa preferida ilustrativa es LucPpe2m146 (SEC ID Nº: 4). Las enzimas adicionales útiles en la invención
son LucPpe2m78 (SEC ID Nº: 1), LucPpe2m90 (SEC ID Nº: 2) y LucPpe2m133 (SEC ID Nº: 3).

Las luciferasas ilustrativas, LucPpe2m78 (SEC ID Nº: 1), LucPpe2m90 (SEC ID Nº: 2) y LucPpe2m133 (SEC ID
Nº: 3) y LucPpe2m146 (SEC ID Nº: 4) se generaron a partir de un mutante de P. pennsylvanica (T249M). La secuencia
de ácidos nucleicos que codifica esta proteína se sometió a métodos mutagénicos que incluyen mutagénesis recursiva
seguida de exploraciones para determinar termoestabilidad, estabilidad de señal y unión de sustrato y se describe en
su totalidad por Wood y Hall (documento WO 9914336, 1999).

Quimioestabilidad

“Luciferasas quimioestables” como se usa en este documento, define luciferasas que conservan actividad en pre-
sencia de compuestos o condiciones cuando esos compuestos o condiciones inhiben típicamente ATPasas y alteran
la función de luciferasas no quimioestables tales como LucPpy. En este documento se observó que las lucifera-
sas ilustrativas identificadas anteriormente [(LucPpe2m78 (SEC ID Nº: 1), LucPpe2m90 (SEC ID Nº: 2) y LucP-
pe2m133 (SEC ID Nº: 3) y LucPpe2m146 (SEC ID Nº: 4)] tenían quimioestabilidad mejorada para inhibidores de
ATPasa.

Por tanto, las luciferasa preferidas incluyen aquellas que mantienen al menos aproximadamente el 30% (preferible-
mente al menos aproximadamente el 60%, el 70%, el 80%, el 90%, el 95% y el 99%) de actividad enzimática medida
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mediante luminiscencia al menos una hora (preferiblemente al menos dos horas y más preferiblemente al menos cua-
tro horas) después del contacto con una cantidad de inhibidor de ATPasa, preferiblemente un detergente, por ejemplo,
detergente catiónico (preferiblemente DTAB o BDDABr), detergente aniónico (preferiblemente desoxicolato o SDS)
o detergente zwitteriónico (preferiblemente sulfobetaina 3-10) o combinación de los mismos, suficiente para reducir
colectivamente la actividad de ATPasa endógena a una muestra en al menos aproximadamente el 25% (preferiblemen-
te al menos aproximadamente el 30%, aún más preferiblemente al menos aproximadamente el 40%, el 50%, el 60%,
el 70%, el 80%, el 90%, el 95% y el 99% o cualquier aumento en los mismos) con relación a la actividad de ATPasa
de la muestra en ausencia del inhibidor de ATPasa.

La quimioestabilidad de una enzima también se puede indicar mediante la velocidad de descenso de su actividad
a lo largo del tiempo. Por ejemplo, poco después (0 a 10 minutos) de mezclar el inhibidor de ATPasa y la luciferasa,
creando de ese modo la composición de reactivo, en varios puntos de tiempo posteriores se añade una alícuota de
la composición de reactivo a una muestra y poco después a partir de entonces se obtienen mediciones de unidades
relativas de luz (url). Estas mediciones se pueden graficar para determinar una tendencia o descenso en la actividad
enzimática en la composición de reactivo a lo largo del tiempo.

Las luciferasas quimioestables preferidas (por ejemplo, Ppe2m78, Ppe2m90, Ppe2m133 y Ppe2m146) también
conservan actividad en soluciones con múltiples detergentes. Específicamente, soluciones que contienen el 0,01%,
preferiblemente el 0,05%, el 0,1%, el 0,2%, el 0,3%, el 0,4%, el 0,5%, el 0,6%, el 0,7%, el 0,8%, el 0,9%, más pre-
feriblemente el 0,25% de CHAPS (3-([3-colamidopropil]dimetilamonio)-1-propanosulfonato) con al menos el 0,01%,
preferiblemente el 0,05%, el 0,1%, el 0,2% y más preferiblemente el 0,3% o el 1,0% de BDDABr, ácidos taurocólico
o taurolitocólico o DTAB o el 0,01%, preferiblemente el 0,05%, el 0,1%, el 0,2%, el 0,3%, el 0,4%, el 0,5%, el 0,6%,
el 0,7%, el 0,8%, el 0,9%, más preferiblemente el 1,0% de ácidos taurocólico o taurolitocólico con al menos el 0,01%,
preferiblemente el 0,05%, el 0,1%, el 0,2% y lo más preferible el 0,3% o 1,0% de BDDABr, DTAB o CHAPS. Otras
soluciones de detergentes múltiples en las que Ppe2m78, Ppe2m90, Ppe2m133 y Ppe2m146 conservan actividad in-
cluyen el 0,01%, preferiblemente el 0,05%, más preferiblemente el 0,1% de TRITON X-100 con al menos el 0,01%,
preferiblemente el 0,05%, el 0,1%, el 0,2%, el 0,5%, más preferiblemente el 1,0% de BDDABr, DTAB o CHAPS o el
0,01%, preferiblemente el 0,05%, el 0,1%, el 0,2%, el 0,3%, el 0,4%, el 0,5%, el 0,6%, el 0,7%, el 0,8%, el 0,9%, más
preferiblemente el 1,0% de ácidos taurocólico o taurolitocólico con al menos el 0,01%, preferiblemente el 0,05%, el
0,1%, el 0,2% y más preferiblemente el 0,3% o el 1,0% de BDDABr, DTAB o CHAPS o el 0,05%, el 1,0%, el 2,0%, el
4,0% preferiblemente el 2% de dodecil éter de polietilenglicol 400 (THESIT), con al menos el 0,05%, preferiblemente
el 0,1%, el 0,2% y lo más preferiblemente el 0,3% o el 1,0% de BDDABr, DTAB o CHAPS.

Termoestabilidad

En algunas realizaciones, es deseable una luciferasa termoestable que produzca luminiscencia u otra enzima de-
pendiente de ATP termoestable que produzca una señal detectable, especialmente en muestras que se tratan con calor
inmediatamente antes de la detección de ATP. Un polipéptido termoestable permanece activo a temperaturas que in-
activan o desnaturalizan otras proteínas. Las enzimas LucPpe2m78, LucPpe2m90, LucPpe2m133 y LucPpe2m146
presentan termoestabilidad aumentada en comparación con luciferasas encontradas en la naturaleza o codificadas a
partir de polinucleótidos aislados a partir de la naturaleza.

Estabilidad de señal

Las luciferasas preferidas usadas en las composiciones y métodos de la invención generan una señal estable, es
decir, tales luciferasas, cuando se usan en una reacción de luciferasa, producen luminiscencia con duración mejorada
definida como menos del 50% de pérdida de luminiscencia por hora con relación a la luminiscencia en el momento en
el que se inició la reacción de luciferasa. Esta propiedad se denomina estabilidad de señal. Las luciferasas preferidas de
la invención permiten análisis múltiples de una muestra a lo largo del tiempo o análisis de muchas muestras a lo largo
del tiempo, al menos una hora después de que la luciferasa se combine con el inhibidor de ATPasa, más preferiblemente
al menos dos horas y lo más preferiblemente al menos cuatro horas o más. La combinación de una luciferasa y
un inhibidor de ATPasa en la composición de reactivo, donde la luciferasa es capaz de producir luminiscencia con
duración mejorada aunque esté en presencia de un inhibidor de ATPasa (y, opcionalmente, inhibidores de quinasa)
que estabiliza la cantidad de ATP presente en la muestra da como resultado un método fiable y eficaz para detectar y
cuantificar ATP celular durante períodos de tiempo prolongados.

Inhibidor de ATPasa

La invención también describe un inhibidor de ATPasa, preferiblemente un detergente que inhibe ATPasas, más
preferiblemente un detergente con un grupo cargado, por ejemplo, detergente catiónico (preferiblemente DTAB o
BDDABr), detergente aniónico (preferiblemente desoxicolato o SDS) o detergente zwitteriónico (preferiblemente sul-
fobetaina 3-10). Tales inhibidores evitan que las ATPasas endógenas de la muestra procesen ATP a adenosin difosfato
(ADP) y adenosin monofosfato (AMP) antes de que se permita a la luciferasa utilizar el ATP en la muestra para la
reacción de luciferasa-luciferina. Los inhibidores de ATPasa pueden inactivar ATPasas directamente o indirectamente.
Se pueden unir a la ATPasas, en los sitios activos, evitando de ese modo la unión de sustrato o desnaturalizar ATPasas,
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tal como mediante detergentes de desnaturalización o los mismos pueden secuestrar selectivamente ATPasas de sus
sustratos.

Una realización de la presente invención usa detergentes catiónicos tales como detergentes DTAB o BDDABr
que actúan como inhibidores de ATPasa. Sin embargo, se contemplan otros inhibidores de ATPasa, tales como otros
detergentes catiónicos, detergentes aniónicos (por ejemplo, SDS y desoxicolato) y detergentes zwitteriónicos (por
ejemplo, sulfobetaina 3-10).

Para DTAB o BDDABr la concentración en la composición de reactivo está preferiblemente en el intervalo de
aproximadamente el 0,02% a aproximadamente el 5,0%, preferiblemente aproximadamente el 0,05%, aún más prefe-
riblemente aproximadamente el 0,1%, el 0,2%, el 0,3%, el 0,4%, el 0,5%, el 0,6%, el 0,7%, el 0,8%, el 0,9%, el 1,0%,
el 1,1%, el 1,2%, el 1,3%, el 1,4% y el 1,5% y lo más preferiblemente hasta una concentración final de aproximada-
mente el 1,0% en la composición de reactivo.

Se contemplan otros inhibidores de ATPasa de detergente no catiónico para inclusión en la composición de reactivo;
sus requerimientos son que los mismos, como DTAB, preferiblemente inhiban al menos aproximadamente el 25%,
más preferiblemente al menos aproximadamente el 30%, el 40%, el 50%, el 60%, el 70%, el 80%, el 81%, el 82%, el
83%, el 84%, el 85%, el 86%, el 87%, el 88%, el 89%, el 90%, más preferiblemente al menos aproximadamente el
91%, el 92%, el 93%, el 94%, el 95%, el 96%, el 97%, el 98%, el 99% y lo más preferiblemente aproximadamente
el 100% de actividad de ATPasa endógena en una muestra cuando estén presentes en una composición de reactivo
donde la composición de reactivo sea capaz de mantener al menos el 30%, el 40%, el 50%, el 60%, el 70%, el 80%,
el 81%, el 82%, el 83%, el 84%, el 85%, el 86%, el 87%, el 88%, el 89%, el 90%, más preferiblemente al menos
aproximadamente el 91%, el 92%, el 93%, el 94%, el 95%, el 96%, el 97%, el 98%, el 99% y lo más preferiblemente
aproximadamente el 100% de actividad, medida mediante luminiscencia después de que la composición de reactivo
se combine con la muestra, durante al menos una hora, más preferiblemente al menos 2 horas en comparación con
la actividad de la composición de reactivo inmediatamente después de que la luciferasa se combine con el inhibidor
de ATPasa. Los detergentes no catiónicos potencialmente adecuados que funcionan como inhibidores de ATPasa
incluyen detergentes aniónicos (preferiblemente SDS y desoxicolato) y detergentes zwitteriónicos (preferiblemente,
sulfobetaina 3-10). La concentración de un inhibidor de ATPasa particular variará dependiendo del inhibidor usado y,
hasta cierto alcance, de la muestra que se esté analizando. Un especialista en la técnica está familiarizado con métodos
para determinar la concentración apropiada de un inhibidor de ATPasa para inclusión en la composición de reactivo;
por ejemplo, los mismos pueden examinar señales obtenidas de luciferina-luciferasa a lo largo del tiempo, comparar
esas muestras que tienen concentraciones variables de un inhibidor de ATPasa candidato con las de muestras que no
contienen inhibidores de ATPasa conocidos.

Se espera que la concentración más preferida e incluso el intervalo de concentración funcional en los métodos de
la invención varíen para detergentes diferentes. Por ejemplo, las concentraciones de SDS funcionales en los métodos
de la invención son aproximadamente el 0,002% (Ejemplos 2 y 3). El intervalo de concentración funcional de un
detergente usado en la presente invención se puede determinar fácilmente por un especialista en la técnica usando los
métodos descritos en este documento.

Se contempla que algunos inhibidores de ATPasa, en algunas de las concentraciones útiles en la invención, puedan
ser insolubles o tener solubilidad baja en soluciones acuosas. Estos compuestos se pueden disolver en primer lugar en
una solución orgánica (por ejemplo, sulfóxido de dimetilo o dimetilformamida) y después diluirse en la composición
de reactivo para uso en la composición y métodos de la invención.

Inhibidores de enzimas generadoras de ATP

En algunas muestras, pueden estar activas enzimas tales como quinasas, permitiendo la producción continúa de
ATP. Debido a que la concentración de ATP se determina en un momento específico, si tal actividad enzimática
se deja sin comprobar, entonces se realizará una estimación excesiva de la concentración de ATP. Para detener tal
actividad generadora de ATP, se pueden usar inhibidores de la producción de ATP. Aunque la acción de un inhibidor
específico puede no comprenderse completamente, su utilidad no se obvia. Los ejemplos de compuestos útiles incluyen
NaF, que es útil en concentraciones de al menos 1 mM, preferiblemente 2 mM a 100 mM o cualquier aumento a
partir de la misma; 2 mM es la más preferida. Sin embargo, se puede usar cualquier inhibidor de este tipo, si no
influye negativamente en la luciferasa como para excluirla de la utilidad de la invención. Un especialista en la técnica
sabrá cómo determinar la concentración apropiada de un inhibidor de este tipo, independientemente de si el inhibidor
es nuevo o bien conocido. Otros inhibidores de enzimas generadoras de ATP incluyen, pero no están limitados a,
vanadato, paranitrofenilfosfato y ácido dicloroacético (Kiechle et al., 1980).

Tampones

Se contempla cualquier tampón que mantenga el pH adecuado para la solución de trabajo y no interfiera con la
reacción de luciferasa-luciferina. El intervalo de pH preferido está entre aproximadamente pH 4,5 y aproximadamente
pH 9,0, más preferiblemente entre aproximadamente pH 6,0 y aproximadamente pH 8,0. Además de MES y tampones
de citrato, pueden ser adecuados otros tampones, tales como solución salina tamponada con fosfato (PBS), Tris, áci-
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do N-(2-hidroxietil)piperazina-N’-(2-etanosulfónico) (HEPES), piperazina-1,4-bis(ácido 2-etanosulfónico) (PIPES),
borato y cualquier otro tampón conocido por los especialistas en la técnica. La selección de tampones apropiados
depende de la capacidad de amortiguación del pH e interacción con la reacción de luciferasa-luciferina.

Desespumantes

Los agentes desespumantes son deseables para evitar que la espuma interfiera con la detección de bioluminiscencia,
especialmente en aplicaciones que cuantifican la luminiscencia. Agentes tales como MAZU pueden ser orgánicos o
basados en silicona. La selección de desespumantes depende de su capacidad de eliminar espuma sin interferir con la
reacción de luciferasa-luciferina.

Magnesio

La reacción de luciferasa de escarabajo-luciferina depende no sólo de ATP, sino también de iones magnesio. Para
asegurar la actividad de luciferasa, se suministra magnesio exógenamente. Además de sulfato de magnesio, se contem-
plan otras sales de magnesio, tales como cloruro de magnesio, gluconato de magnesio, acetato de magnesio, bromuro
de magnesio, carbonato de magnesio, etc. En cualquier caso, el complejo de magnesio se tiene que disociar para hacer
que los iones Mg2+ estén disponibles para la luciferasa y no interfieran con la reacción de luciferasa-luciferina. Un
especialista en la técnica sabrá que pueden ser funcionales otros cationes en lugar de magnesio. Estos incluyen calcio
y manganeso.

En algunas aplicaciones, el magnesio endógeno debería ser suficiente en cuyo caso se podría eliminar el magnesio
exógeno.

Agentes de lisis celular y agentes de extracción de ATP

Para liberar cualquier ATP secuestrado dentro de una célula y para lisar células en una muestra, se pueden incluir
agentes de lisis celular, tales como detergentes no iónicos. Se contempla cualquier agente de lisis celular que incluye
otros detergentes no iónicos, (tales como de la serie Triton) detergentes catiónicos, aniónicos y zwitteriónicos, sales
biliares, caótropos y cualquier otro agente que altere las membranas celulares, incluyendo toxinas bacterianas tales
como oxilisinas. Alternativamente, se contempla cualquier agente que permita la extracción de ATP a partir de las
células (tal como CTAB). Los agentes que permiten la extracción de ATP a partir de una célula incluyen detergentes
presentes en una concentración que pone orificios en la membrana celular, permitiendo que el ATP dentro de la
célula se lixivie en el medio circundante, pero no está presente en una concentración tal que produzca un lisado
celular.

Agentes estabilizantes

Aunque es resistente a la acción de detergentes no iónicos y concentraciones bajas de detergentes zwitteriónicos
(Simpson y Hammond, 1991), la luciferasa de luciérnaga nativa se inactiva mediante detergentes catiónicos, tales
como cloruro de benzalconio, cloruro de bencetonio, CTAB (cetiltrimetilamonio), DTAB (bromuro de dodeciltrimeti-
lamonio) y cloruro de metilbencetonio (Simpson y Hammond, 1991).

El agente estabilizante puede ser cualquier compuesto que estabilice la luciferasa de la degradación. Los agentes
estabilizantes adecuados incluyen proteínas (tales como albúmina sérica bovina o gelatina) o detergentes (preferible-
mente detergentes no iónicos, más preferiblemente THESIT).

Otros agentes

Otros agentes que pueden estar incluidos en un kit incluyen sustancias que se conoce que mejoran la duración
de luminiscencia resultante a partir de una reacción de luciferasa, tales como coenzima A (CoA), reactivos tiol, tales
como ditiotreitol y βmercaptoetanol (Wood, documento US 5.283.179, 1994; Wood, documento US 5.650.289, 1997),
quelantes de iones metálicos tales como EDTA para prolongar la señal e inhibidores de proteasa (Scheirer, documento
US 5.618.682, 1997; Scheirer, documento US 5.866.348, 1999) o concentraciones elevadas de sales (Van Lune y Trer
Wiel, documento WO 00/18953, 2000).

Otros contenidos del kit

Los kits también pueden incluir reactivos en envases separados que faciliten la ejecución de un ensayo específico,
tal como viabilidad celular, citotoxicidad, proliferación celular o determinación de concentración de ATP. Por ejemplo,
se puede suministrar ATP para que se puedan determinar curvas normales o para usarse como controles internos. Las
sustancias que se conoce que son citotóxicas para la célula se pueden incluir para uso como control positivo en ensayos
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de viabilidad celular o para los efectos de compuestos sobre las células. El kit puede suministrar un componente de
recolección de muestra tal como una membrana, filtro o hisopo.

4. Envases o recipientes

Los reactivos incluidos en los kits se pueden suministrar en envases de cualquier tipo de manera que se conserve la
vida de los diferentes componentes y no se adsorban o se alteren por los materiales del envase. Por ejemplo, ampollas
de vidrio selladas pueden contener luciferasa liofilizada o tampón que se ha envasado en una atmósfera de gas neutro no
reactivo, tal como nitrógeno. Las ampollas pueden consistir en cualquier material adecuado, tal como vidrio, polímeros
orgánicos, tales como policarbonato, poliestireno, etc, cerámica, metal o cualquier otro material empleado típicamente
para contener reactivos. Otros ejemplos de envases adecuados incluyen botellas sencillas que se pueden fabricar de
sustancias similares como ampollas y sobres, que pueden consistir en interiores revestidos de papel metalizado, tal
como aluminio o una aleación. Otros envases incluyen tubos de ensayo, viales, matraces, botellas, jeringas o similares.
Los envases pueden tener un orificio de acceso estéril, tal como una botella que tiene un obturador que se puede
perforar mediante una aguja de inyección hipodérmica. Otros envases pueden tener dos compartimientos que estén
separados por una membrana fácilmente amovible que, después de retirarse, permita que los componentes se mezclen.
Las membranas amovibles pueden ser de vidrio, plástico, goma, etc.

5. Materiales de instrucción

Los kits también se pueden suministrar con materiales de instrucción. Las instrucciones pueden estar impresas en
papel u otro sustrato y/o se pueden suministrar como un medio de lectura electrónica, tal como un disquete, CD-ROM,
DVD-ROM, disco Zip, cinta de video, cinta de audio, etc. Las instrucciones detalladas pueden no estar asociadas
físicamente con el kit; en lugar de ello, se puede dirigir al usuario a un sitio web de Internet especificado por el
fabricante o distribuidor del kit o suministrarse como correo electrónico. En una realización preferida, las instrucciones
instruyen al usuario a combinar la luciferasa con el inhibidor de ATPasa antes de añadir la composición de reactivo a
una muestra.

D. Actividad de Composición de Reactivo

Para medir la luminiscencia y de ese modo determinar la actividad de composición de reactivo, se puede medir
el valor de unidad relativa de luz (url) generado por la reacción de luciferasa en un punto de tiempo de interés des-
pués de que la composición de reactivo se combina con una muestra. Por ejemplo, se puede obtener un valor de url
midiendo la luminiscencia resultante a partir de una muestra con una concentración conocida de ATP combinada con
la composición de reactivo inmediatamente después (0-10 min) de que se ha añadido el componente que comprende
el inhibidor de ATPasa al componente que comprende la luciferasa creando de ese modo la composición de reactivo.
Esto se considera el 100% de actividad (tiempo cero) en esas condiciones. Si, después de combinar el componente que
comprende el inhibidor de ATPasa con el componente que comprende la luciferasa y generar de ese modo la composi-
ción de reactivo, la composición de reactivo se deja durante dos horas, preferiblemente en el intervalo de temperatura
de temperatura ambiente (aproximadamente 20ºC - aproximadamente 25ºC) a aproximadamente 37ºC, antes de medir
la luminiscencia en condiciones idénticas a las del ensayo de tiempo 0 y el valor de url obtenido es mayor del 60% al
del obtenido en tiempo 0, entonces la composición de reactivo conservó al menos el 60% de su actividad durante dos
horas.

Una composición de reactivo conserva el 30%, el 40%, el 50%, el 55%, el 60%, el 65%, el 70%, el 75%, el 80%, el
85%, el 90%, el 95%, el 96%, el 97%, el 98%, el 99% o cualquier aumento a partir del mismo y más preferiblemente
el 100% de su actividad, medido por luminiscencia después de que la composición de reactivo se combina con la
muestra durante al menos una hora, preferiblemente durante al menos dos horas, con relación a su actividad cuando
se formuló (tiempo cero) es decir, desde el momento en el que se añadió el componente que comprendía el inhibidor
de ATPasa al componente que comprendía luciferasa o poco después a partir de entonces (0-10 minutos).

En una realización preferida, la reserva de trabajo de la composición de reactivo comprende DTAB o BDDBr
en concentraciones de aproximadamente el 0,02% (preferiblemente aproximadamente el 0,05%, el 0,1%, el 0,2%, el
0,3%, el 0,4%, el 0,5%, el 0,6%, el 0,7%, el 0,8%, el 0,9%, el 1%, el 1,1%, el 1,2%, el 1,3%, el 1,4%, el 1,5%, el
1,6%, el 1,7%, el 1,8%, el 1,9%, el 2%, el 2,5%, el 3%, el 3,5%, el 4%, el 4,5%, el 5%, el 5,5%, el 6%, el 6,5%, el
7%, el 7,5%, el 8%, el 8,5%, el 9%, el 9,5%, el 10% y cualquier aumento a partir de entonces, más preferiblemente
aproximadamente el 1%) y conserva al menos aproximadamente el 30% (preferiblemente al menos aproximadamente
el 40%, el 50%, el 60%, el 70%, el 80%, el 90%, el 95%, el 99%) de la actividad al menos una hora (preferiblemente
al menos dos horas) después de la formulación.

En otra realización preferida las composiciones de reactivo comprenden sulfobetaina en una concentración del
0,6%, 0,7%, el 0,8%, el 0,9% o el 1,0% o cualquier aumento a partir del mismo, SDS en una concentración del
0,001%, el 0,002%, el 0,003%, el 0,004% o el 0,005% o cualquier aumento a partir del mismo o desoxicolato en una
concentración del 0,1%, el 0,2%, el 0,3%, el 0,4%, el 0,5%, el 0,6% o cualquier aumento a partir del mismo y conserva
al menos aproximadamente el 30% (preferiblemente al menos aproximadamente el 40%, el 50%, el 60%, el 70%, el
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80%, el 90%, el 95%, el 99%) de actividad al menos una hora (preferiblemente al menos dos horas) después de la
formulación.

E. Detección y cuantificación de los productos de la reacción de luciferasa-luciferina

Una reacción de luciferasa de escarabajo-luciferina da como resultado la generación de luz (“luminiscencia”). La
invención proporciona ensayos para medición de ATP midiendo la luminiscencia. Los usuarios pueden simplemente
inspeccionar visualmente reacciones de muestra para determinar la producción de luz. Sin embargo, instrumentos
más sensibles permiten no sólo la detección de señales débiles, sino también la cuantificación de la señal de luz.
También se contemplan reacciones en las que se miden productos diferentes a la luz, de acuerdo con la naturaleza de
los productos. Cualquier ensayo para la medición de ATP que dé como resultado una señal se puede beneficiar de la
presente invención. Los instrumentos y métodos apropiados para tales productos serán aparentes para los especialistas
en la técnica.

En todos los casos en los que se detecta luz, instrumentos especializados, tales como luminómetros, pueden leer
el producto de luz de una reacción de luciferasa-luciferina. Se puede usar cualquier instrumento que pueda detec-
tar luz de las longitudes de onda emitidas por la reacción de luciferasa-luciferina. Tales instrumentos pueden leer
muestras extraordinariamente o en exploraciones de alto rendimiento, pueden leer muchas muestras alojadas en los
pocillos de unas placas de micropocillos (formatos de 6, 24, 48, 96, 384, 1536 y así sucesivamente pocillos). Cla-
ramente, los dispositivos usados para medir la luz emitida no limitan la invención. Otros dispositivos que se pueden
usar incluyen contadores de centelleo (Nguyen et al., 1988) o instrumentos inventados o adaptados para ser sensibles
a luminiscencia, tales como fotómetros (Picciolo et al., 1977). También se puede usar película Fotográfica o película
de rayos X para detectar luminiscencia. Además, un usuario puede inspeccionar visualmente una muestra para evaluar
cualitativamente la luminiscencia.

F. Usos de reacciones de luciferasa-luciferina dependientes de ATP

Debido a que la reacción de luciferasa de escarabajo-luciferina es dependiente de ATP, se puede usar luciferasa con
ensayo para determinar ATP. La reacción es extraordinariamente sensible, permitiendo detectar el ATP en una muestra
que contenga tan poco como 10−16 moles de ATP o menos. Esta sensibilidad se puede aprovechar para entender la
viabilidad celular y los efectos que puedan ejercer sustancias exógenas sobre el metabolismo y viabilidad celular.
En un contexto celular, el ATP impulsa el metabolismo celular, la presencia de ATP se correlaciona con una célula
activamente metabolizante, la célula es “viable”.

La invención se refiere a métodos que se usan para detectar eficazmente y con precisión y cuantificar niveles de
ATP celular, aprovechando la dependencia de ATP de la luciferasa de escarabajo para oxidar luciferina.

La invención comprende la adición de una composición única (composición de reactivo) que comprende una luci-
ferasa y al menos un inhibidor de ATPasa a una muestra y después detectar la luminiscencia. Opcionalmente, también
puede estar presente un inhibidor de quinasa o un compuesto que evite la acumulación de ATP en la composición de
reactivo. Adicionalmente, puede estar presente en la composición un agente de lisis celular (por ejemplo, un polioxie-
tilento tal como THESIT) o un agente de extracción de ATP. Esta etapa única que comprende añadir la composición
de reactivo seguida de lectura de la luminiscencia representa un avance significativo en ensayos para determinar
ATP.

1. Detección de ATP

Los métodos de la invención proporcionan la detección sencilla cualitativa o cuantitativa de ATP (o análogo de
ATP que pueda funcionar como un sustrato de luciferasa) en una muestra. En realizaciones preferidas, un experimento
cualitativo sencillo en el que se genera luminiscencia en una muestra usando la invención, indica la presencia de ATP.
La luminiscencia se genera usando una composición de reactivo que comprende luciferasa tal como LucPpe2m78,
LucPpe2m90, LucPpe2m133 o LucPpe2m146 y uno o más inhibidores de ATPasa. Además, la composición de reactivo
puede comprender adicionalmente uno o más de los siguientes componentes: luciferina, que se puede reconstituir
a partir de una preparación liofilizada, (alternativamente, un sustrato análogo de luciferina apropiado), inhibidor o
inhibidores de ATPasa, inhibidor o inhibidores de enzimas generadoras de ATP tales como quinasas, catión divalente
(por ejemplo, magnesio), agentes estabilizantes de enzima, tampón, agente de lisis celular y agente de extracción de
ATP celular.

Una muestra puede ser cualquiera que se sospeche que contiene ATP o análogo de ATP, tal como lisados celulares,
células intactas, biopsias, alimentos, bebidas, hisopos pasados sobre superficies tales como las de animales, plantas
u objetos inanimados y similares. Otros ejemplos de muestras incluyen composiciones de una concentración de ATP
conocida. Las células o lisados celulares pueden ser de cualquier organismo, procariota o eucariota. Los ejemplos de
células procariotas incluyen E. coli, P. aeruginosa, B. subtilis y S. typhimurium. Las células eucariotas pueden ser de
plantas, animales, hongos, insectos, etc o células cultivadas a partir de tales organismos. Los ejemplos incluyen A.
thaliana y Brassica sp., Chlamydomonas sp. y Volvox sp. (plantas), H. sapiens y Mus sp. (animales), Saccharoymyces
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sp. (esp. Cerevisae y pombe) y Neurospora sp. (hongos), D. melanogaster y C. elegans (insectos), células de callo cul-
tivadas in vitro de cualquier planta, células primarias cultivadas in vitro de cualquier organismo (tales como explantes
de órganos de, por ejemplo, roedores), líneas celulares de mamífero tales como células de riñón canino Madin-Darby
(MDCK) y de ovario de hámster chino (CHO) y líneas celulares de insectos tales como células Z. Estos ejemplos se
proporcionan sólo como ejemplos y no tienen por objeto ser limitantes.

Un lisado celular comprende componentes celulares que ya no están organizados en una arquitectura celular in-
tacta reconocible. Los lisados celulares pueden tener componentes solubles e insolubles, cualquiera de los cuales se
puede retirar antes de usar el lisado. Los lisados se pueden preparar por cualquier medio, que incluye alteración fí-
sica usando sonicación, un homogeneizador, mortero y mano, ciclo de congelación-descongelación o cualquier otro
dispositivo o proceso que destruya la integridad física de las células o lisis mediante detergentes, tales como aque-
llos en los que LucPpe2m146 conserva actividad, tales como detergentes zwitteriónicos y no iónicos o detergentes
catiónicos DTA o CTAB. Preferiblemente, el lisado celular se produce de una manera tal que la integridad de la con-
centración de ATP se conserva en el momento en que las células se recogen. Para detectar con precisión ATP en una
muestra, preferiblemente se inhiben las enzimas que degradarían el ATP celular o las que generarían ATP. En ausencia
de tales inhibidores, existe el riesgo de una determinación poco precisa de la concentración de ATP. Los inhibidores
tales como DTAB inactivan ATPasas, mientras que otras moléculas tales como NaF inactivan la actividad enzimá-
tica generadora de ATP. Se tiene la hipótesis, todavía no entendida en su totalidad, que para esos tipos celulares en
los que es eficaz NaF (por ejemplo, células linfoides), NaF está actuando potencialmente para inhibir una o varias
quinasas.

Se pueden incorporar inhibidores de enzimas generadoras de ATP, esas enzimas que tienen como un producto
o subproducto ATP, tales como la actividad de quinasa, en la composición de reactivo. Un ejemplo de un inhibidor
eficaz es NaF (Bostick et al., 1982). Tales composiciones comprenden NaF en concentraciones de al menos 0,5 mM,
preferiblemente al menos 1 mM, más preferiblemente al menos 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18,
19, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 953, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19,
20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 100 mM o cualquier aumento a partir de los mismos; la
más preferida es 2 mM. Otros inhibidores de enzimas generadoras de ATP incluyen otros inhibidores de quinasa, tales
como vanadato, AMP, DAPP (Bostick et al., 1982) y ácido dicloroacético (Kiechle et al., 1980).

2. Cuantificación de ATP

Los métodos de la invención permiten que un usuario cuantifique la cantidad de ATP en una muestra cuantificando
la cantidad de luminiscencia. La invención se aplica a una muestra de interés y también a muestras que contienen canti-
dades conocidas de ATP (controles). La señal generada a partir de aplicar la invención a una muestra de concentración
de ATP desconocida se correlaciona con las señales generadas por controles internos (la adición de una cantidad cono-
cida de ATP a una muestra y medición de la luminiscencia posterior) o curvas normales externas, generadas midiendo
la luminiscencia de varias muestras de concentraciones de ATP conocidas y representándolas gráficamente. Los espe-
cialistas en la técnica conocen tales métodos (Moyer y Henderson, 1983; Ronner et al., 1999; Stanley, 1989; Wood et
al., 1989).

3. Viabilidad celular

La presencia de ATP en una célula, eucariota o procariota, indica procesos metabólicos activos, que indican una
célula viable. Las composiciones, métodos y kits de la presente invención se pueden usar para ensayar la viabilidad
celular (Cree, 1998; Jassim et al., 1990; Petty et al., 1995). Una medición precisa de la viabilidad celular permite la
evaluación precisa de los efectos de sustancias sobre las células; los especialistas en la técnica conocen otros propósitos
para determinar la viabilidad celular.

Determinar la viabilidad celular es útil, por ejemplo, para determinar citotoxicidad, proliferación celular, fenóme-
nos biológicos, necrosis o alteraciones en el metabolismo celular. Los ensayos de viabilidad celular también pueden
determinar la viabilidad global de una población celular.

La muestra en la que se mide el ATP para determinar la viabilidad celular pueden ser células viables, un lisado ce-
lular o cualquier otra muestra que se sospeche que contiene células. Cuando se usan células, se pueden usar luciferasas
de escarabajo modificadas que tienen membrana permeable (por ejemplo, véase (Craig et al., 1991)). Sin embargo, en
muchos casos, se prefiere un lisado celular.

4. Efectos de compuestos sobre las células

Los métodos de la presente invención se pueden aplicar para medir los efectos de compuestos, tales como inor-
gánicos, orgánicos pequeños, péptidos, proteínas y polipéptidos, sobre el metabolismo celular cuando se ponen en
contacto con una muestra (Aiginger et al., 1980; Andreotti et al., 1995; Bradbury et al., 2000; Cree y Andreotti, 1997;
Crouch et al., 1993; Kangas et al., 1984). Al determinar los efectos de compuestos sobre las células se puede evaluar la
medición de la eficacia de una composición farmacéutica potencial. Los compuestos citotóxicos -aquellos que matan
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células- pueden ser útiles en el tratamiento de células cancerosas, especialmente si matan selectivamente células que se
dividen rápidamente. En otros casos, se puede invalidar un compuesto con alguna utilidad diferente si no se desea un
efecto citotóxico. Debido a que ATP es una medición de la salud “metabólica” de una célula, una subida o depresión
anormal de la reducción de ATP indica un cambio en la homeostasis celular. Los compuestos que contactan las células
pueden influenciar la producción de ATP a través de un gran número de mecanismos, más particularmente muerte ce-
lular y proliferación celular. Estos compuestos se pueden catalogar en bibliotecas de compuestos o ensayarse de forma
única. Tales aplicaciones de la invención aplican controles en los que se ponen en contacto muestras con sustancias
de control cuyos efectos sobre el metabolismo del ATP se conocen. También preferiblemente, los controles incluyen
muestras en las que están presentes luciferasa y el compuesto juntos para asegurar que el compuesto en sí mismo no
esté influyendo directamente sobre la actividad de luciferasa.

Los siguientes ejemplos tienen por objeto ilustrar la presente invención sin limitación.

Ejemplos

Ejemplo 1

I. Detergentes que Inhiben ATPasas

Este ejemplo se ha diseñado para ensayar la capacidad de detergentes diferentes de inhibir la actividad de ATPasa
endógena de células y demostrar el nivel de tal inhibición. Se ensayaron tres detergentes separados en cada una de
cuatro clases de detergentes: aniónico [SDS (dodecilsulfato de sodio), Bioterge (un sulfato de α olefina) y desoxicola-
to de sodio], no iónico [TRITON X-100, BigCHAP (N,N-bis(3-D-Gluconamidopropil)colamida) y THESIT (dodecil
éter de polietilenglicol 400, Fluka, Nº 88315)], catiónico [BDDABr (Bromuro de bencildimetildodecilamonio), CTAB
(Bromuro de cetiltrimetilamonio) y DTAB (bromuro de dodeciltrimetilamonio)] y zwitteriónico [CHAPS (3[(3-Cola-
midopropil)dimetilamonio) ácido propanosulfónico), CHAPSO (3-([3-Colamidopropil]dimetilamonio)-2-hidroxi-2-
propanosulfonato) y Sulfobetaina 3-10 (N-Dodecil-N,N-dimetil-3-amonio-1-propanosulfonato)]. Los detergentes se
obtuvieron en Sigma, Fluka y Aldrich.

Células L929 (ATCC CCL-1; 1,5 x 105 células/ml) en F12/DMEM (Hyclone, SH30023) que contenía suero de
caballo al 10% (Hyclone, SH30074) se congelaron y se descongelaron durante cuatro ciclos para crear un lisado
celular. Después se añadieron por separado 50 µl de soluciones de detergente de reserva [al 10%, al 5,0%, al 1,0%
y al 0,5% (p/v)] a 450 µl de lisado celular, creando una concentración final de detergente en la muestra de lisado
celular del 1,0%, el 0,5%, el 0,1% y el 0,05%, respectivamente (estos valores de porcentaje son los que se usan en
la Tablas D y E en este documento más adelante). Las muestras de control contenían sólo lisado o ATP 1,0 µM en
tampón HEPES 15 mM (pH 7,5). Todas las muestras se incubaron a 22ºC (temperatura ambiente) por la duración del
experimento.

En diversos puntos de tiempo, se añadieron 20 µl de cada mezcla de muestra/detergente a una placa de luminómetro
de 96 pocillos por triplicado y después se añadieron 100 µl de una solución (“luciferasa-luciferina” o “reactivo L/L”)
que contenía tampón HEPES 25 mM (pH 7,5), 40 µg de enzima luciferasa LucPpe2m146 (Promega, E140), luciferina
(Promega) 100 µM y MgSO4 10 mM a cada pocillo. El reactivo L/L se almacenó a 4ºC durante el transcurso del
experimento y después se dejó que alcanzara temperatura ambiente inmediatamente antes del ensayo. Después de
mezclar los contenidos de la placa, se midió la producción de luz con un luminómetro de placa de microtitulación
Dynex MLX (Chantilly, VA), lecturas de 0,5 segundos por pocillo tomando la primera medición cinco minutos después
de que la solución de detergente se combinó con la muestra. Se indican las unidades relativas de luz promedio y
el punto de tiempo en el que se midieron (url; Tabla D) y el porcentaje de actividad de luciferasa restante en el
punto de tiempo (Tabla E); se desarrollaron controles con cada conjunto de condiciones experimentales como se ha
indicado. Los detergentes catiónicos y aniónicos se ensayaron en un día con un conjunto de controles. Los detergentes
zwitteriónicos y no iónicos se ensayaron en un día separado con un conjunto separado de controles. El DTAB al 0,5%
se ensayó en ambos días (1 y 2). Si las url promedio originales indicadas en la Tabla D fueron inferiores a 5,0, el
porcentaje de valores de actividad original no se registró en la Tabla E ya que se determinó que el detergente estaba
presente en una concentración que destruía significativamente la actividad de luciferasa.
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TABLA D

Valores de Unidad relativa de luz Promedio
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TABLA E

Porcentaje de ATP Restante
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Los datos demuestran que para los detergentes aniónicos ensayados, SDS en una concentración del 0,05% y deso-
xicolato en concentraciones del 0,55 y del 0,1% ralentizan la degradación de ATP endógeno en el lisado celular dando
como resultado de aproximadamente tres a aproximadamente veinte veces más ATP presente en la muestra después de
cuatro horas cuando el detergente estuvo presente que cuando estuvo ausente, indicando inhibición de ATPasa endóge-
na de la muestra. Los detergentes no iónicos tuvieron muy poco, si acaso algún, ATP adicional presente en la muestra
después de cuatro horas en presencia del detergente que en ausencia del detergente, indicando que estos detergentes
no inhibieron la ATPasa endógena. Los detergentes zwitteriónicos ensayados tuvieron de tres a cuatro veces más ATP
presente en la muestra después de cuatro horas cuando el detergente estuvo presente que cuando estuvo ausente. Los
resultados más significativos se observaron cuando se incubaron detergentes catiónicos con el lisado celular. BDDABr
en una concentración del 0,5% y DTAB en concentraciones del 0,5% y el 1,0%, cada uno tuvo al menos 25 veces más
ATP presente en la muestra después de cuatro horas que las muestras sin estos detergentes. CTAB en una concentra-
ción del 0,05% tuvo aproximadamente cuatro veces más ATP presente en la muestra después de cuatro horas cuando
el detergente estuvo presente que cuando estuvo ausente.

Ejemplo 2

II. Detergentes que Inhiben ATPasas

Este ejemplo ensayó los siete detergentes que demostraron inhibición de actividad de ATPasa en el Ejemplo 1 en
este documento anteriormente en un porcentaje menor del que se ensayó previamente. El experimento se realizó como
se ha detallado en el Ejemplo 1. Los valores de unidad relativa de luz promedio y los valores de porcentaje de ATP
restante se enumeran más adelante en las Tablas F y G respectivamente.
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TABLA F

Valores de Unidad relativa de luz Promedio

TABLA G

Porcentaje de ATP Restante
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El logaritmo del porcentaje de ATP restante después de valores de puntos de tiempo originales a partir de la Tabla E
y la Tabla G se representaron en el eje y frente a tiempo (en minutos) en el eje x. La pendiente de la línea generada por
estos valores en presencia de detergentes se dividió entre la pendiente de la línea generada por los valores en la ausencia
de detergente (control de lisado) dando como resultado los valores de Actividad de ATPasa Relativa enumerados más
adelante en la Tabla H.

TABLA H

Actividad de ATPasa relativa
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Un valor de actividad relativa de 1,0 o mayor indica el 100% de actividad de ATPasa celular en la concentración
de detergente ensayada. Un valor de actividad relativa de 0,5 indica una disminución de dos veces (o el 50%) en el
nivel de actividad de ATPasa celular en la concentración de detergente ensayada cuando se compara con el nivel de
actividad de ATPasa en ausencia del detergente. Un valor de actividad relativa de 0,2 indica una disminución de cinco
veces (o el 80%) en el nivel de actividad de ATPasa celular en la concentración de detergente ensayada cuando se
comparó con el nivel de actividad de ATPasa en ausencia del detergente.

Para los detergentes catiónicos ensayados, las condiciones de reacción que dieron como resultado una disminución
del 25% o mayor en la actividad de ATPasa relativa fueron DTAB en concentraciones del 0,05% y mayores; CTAB
en concentraciones del 0,02% y mayores y BDDABr en concentraciones del 0,02% y mayores. Por lo tanto, todos los
detergentes catiónicos ensayados en este ensayo en una concentración del 0,05% o mayor disminuyeron la actividad
de ATPasa celular en el 25% o más. Para los detergentes aniónicos ensayados, las condiciones de reacción que dieron
como resultado una disminución del 25% o mayor en la actividad de ATPasa relativa en comparación con reacciones
en ausencia del detergente fueron SDS en concentraciones del 0,01% y mayores y desoxicolato en concentraciones
del 0,1% y mayores. Ninguno de los detergentes no iónicos ensayados dio como resultado una disminución del 25%
o mayor en el nivel de actividad de ATPasa celular. Para los detergentes zwitteriónicos ensayados, sólo sulfobetaina
en una concentración del 1% o mayor fue capaz de disminuir la actividad de ATPasa relativa en el 25% o más en
comparación con reacciones en ausencia de detergente.

Estos valores se grafican en la Figura 1 (detergentes no iónicos y zwitteriónicos) y Figura 2 (detergentes catiónicos
y aniónicos).

Ejemplo 3

Estabilidad de Composición de la composición del Reactivo (temperatura ambiente)

Los detergentes usados para inhibición de actividad de ATPasa endógena en una muestra también influyen en
la actividad de luciferasa. Este ejemplo se diseñó para ensayar la estabilidad y funcionalidad de composición de la
composición de reactivo (“composición de reactivo”) a lo largo del tiempo cuando comprendió diferentes enzimas
luciferasa y cuando el inhibidor de ATPasa estuvo presente en una concentración que inhibió significativamente la
actividad de ATPasa endógena a la muestra como se ha demostrado en el Ejemplo 1 y el Ejemplo 2 en este documento
anteriormente. Es, en última instancia, la estabilidad prolongada de una composición de reactivo, que comprende un
inhibidor de ATPasa y una enzima luciferasa, la que proporciona una composición útil para medir ATP, en una muestra
o muestras, a lo largo de un período de tiempo prolongado. La luciferasa más preferida para uso en una composición
de reactivo de este tipo sería una cuya estabilidad se reduzca de forma mínima en presencia de un inhibidor de ATPasa
cuando ese inhibidor de ATPasa esté presente en la composición de reactivo en una concentración capaz de inhibir al
menos el 30% de la actividad de ATPasa endógena a la muestra.

En este experimento, la estabilidad de una composición de reactivo que comprende LucPpy de tipo silvestre se
comparó con la estabilidad de una composición de reactivo que comprende LucPpe2m146 a aproximadamente 23ºC
(temperatura ambiente). Las diversas composiciones de reactivo tenían concentraciones de detergente variables. Los
diversos detergentes ensayados fueron los que se demostró, en los Ejemplos 1 y 2 anteriormente, que tenían actividad
de inhibición de ATPasa significativa.

Se crearon dos soluciones como se enumera más adelante. Una contenía la luciferasa, luciferina, MgSO4 y tampón
(composición de reactivo). La otra solución contenía medio más ATP (solución de medio).
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Composición de reactivo:

50 µg/ml de enzima (LucPpy es Promega Nº de catálogo E170A)

Tampón Hepes 50 mM (pH 7,0)

NaCl 100 mM

EDTA 1,0 mM

gelatina al 0,1%

MgSO4 10 mM

Luciferina 1,0 mM

Detergente (a diversas concentraciones, véase la tabla más adelante).

Se añadió agua nanopura hasta un volumen final de 2,5 ml.

Solución de Medios:

Volumen final de medios F12/DME (Sigma D-6905) 15 ml

ATP 1,0 µM.

Para cada composición de reactivo, se ensamblaron todos los ingredientes excepto la enzima luciferasa; después
se añadió la enzima inmediatamente antes de tomar la primera lectura de luminiscencia. Inmediatamente después de
la adición de enzima a cada composición de reactivo y durante diversos puntos de tiempo a partir de entonces, se
añadieron alícuotas de 100 µl de la composición de reactivo a pocillos de una placa de luminómetro de microtitulación
de 96 pocillos por triplicado. A las mismas se añadieron 100 µl de Solución de Medios que contenía el ATP. Después,
la luminiscencia se leyó inmediatamente en un luminómetro de placa de microtitulación Dynex MLX, lecturas de 0,5
segundos por pocillo. Los valores de unidad relativa de luz promedio así como las semividas de la reacción se enumeran
más adelante en la Tabla I y el porcentaje de luminiscencia original restante en cada punto de tiempo se enumera en
la Tabla J más adelante. El punto de tiempo en la parte superior de la columna indica el momento en el que se leyó
la primera medición de url para las muestras en esa columna. Se proporcionan los tiempos para algunas muestras
cuando su tiempo de medición varió significativamente del tiempo en la parte superior de la columna. Los tiempos
enumerados en la Tabla I son los mismos que para la Tabla J. Los valores de sulfobetaina y de CTAB se generaron
en días diferentes y los mismos se presentan con los valores de control generados en el mismo experimento. Existió
precipitación sustancial en las muestras que contenían desoxicolato al 0,5% y precipitación ligera en las muestras que
contenían desoxicolato al 0,1%. Esto dio como resultado mediciones no fiables para esas muestras.

(Tabla pasa a página siguiente)
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TABLA I

Unidades relativas de luz Promedio
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TABLA I (continuación)
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TABLA I (continuación)
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TABLA J

Porcentaje de Luminiscencia Restante

32



5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 325 808 T3

TABLA J (continuación)
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TABLA J (continuación)
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TABLA K

Semivida de actividad de luminiscencia (medida en minutos)

Para cada concentración de detergente que usa cualquier luciferasa, la estabilidad de la composición de reactivo se
puede describir como que tiene una semivida de actividad usando los datos de la Tabla J. La semivida se determina
aplicando regresión lineal a los datos, con el logaritmo de los valores de luminiscencia relativa en la Tabla J como la
variable dependiente y el tiempo de cada medición como la variable independiente. Después, la semivida se calcula
a partir de la regresión lineal como ln(0,5)/(pendiente). Usando este método, las estabilidades de la composición de
reactivo se enumeran en la Tabla K; la concentración de detergente mostrada como porcentaje (p/v) y los valores de
semivida de actividad se muestran en minutos. Cuando la actividad de luminiscencia fue menor que lo que se pudo
medir de forma fiable, la semivida se muestra como “sin actividad”. Algunas composiciones de reactivo fueron muy
inestables, teniendo semividas de actividad inferiores a 10 minutos. Debido a que las mismas son difíciles de cuantifi-
car con precisión, se enumeran sólo como “<10”. Por el contrario, algunas composiciones de reactivo mostraron gran
estabilidad, teniendo semividas de actividad mayores que 1000 minutos (es decir, mayores que 16 horas). Debido a
que las muestras se midieron durante menos de 5 horas, las determinaciones precisas de semivida son difíciles y se
enumeran sólo como “>1000”.

En la Tabla K, los valores por debajo de la línea horizontal (en negrita) indican las concentraciones de cada
detergente que inhibieron la actividad de ATPasa endógena en los Ejemplos 1 y 2 en al menos el 25%. Está claro
que la composición de reactivo es muy inestable cuando comprende LucPpy y tiene una concentración de detergente
capaz de inhibir al menos el 25% de la actividad de ATPasa endógena. Por el contrario, un reactivo que comprende
LucPpe2m146 y la misma concentración de detergente en general tiene estabilidad moderada a sustancial. En algunos
casos, la actividad de luciferasa se inhibió por la presencia del detergente, pero aún así produjo una composición
estable. Dos detergentes, CTAB y desoxicolato, precipitaron de la solución durante el transcurso de las mediciones.
Esto fue más importante para CTAB, donde LucPpe2m146 se inactivó de forma marcada por el detergente, pero
recuperó lentamente la actividad a medida que el detergente precipitó a partir de la solución. Este comportamiento
hizo imposible estimar la semivida de la composición de reactivo que contenía CTAB. El efecto se observó en un
menor alcance con el desoxicolato.

35



5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 325 808 T3

Ejemplo 4

Inhibición de ATPasa a 22ºC y 37ºC

Se preparó lisado celular como se ha descrito en el Ejemplo 1. La capacidad de DTAB al 1% de inhibir ATPasa
endógena (es decir, ATPasa presente en una muestra) se midió en una composición de reactivo completa a lo largo del
tiempo tanto a 22ºC (temperatura ambiente) como a 37ºC. Se prepararon tres muestras de lisado celular. La muestra
1 contenía 4,0 ml de lisado de células L929 más 4,0 ml de Hepes 25 mM, pH 7,5. La muestra 2 contenía 4,0 ml de
lisado de células L929 más 4,0 ml de solución de detergente tamponada (Citrato 40 mM (pH 6,0), MES 110 mM
(pH 6,0), KPO4 450 mM (pH 6,0), EDTA 2,0 mM, Mazu DF-204 al 0,2% (PPg Industries), NaF 2,0 mM, DTAB al
0,1% y THESIT al 2% - pH final de la solución de la solución de detergente tamponada ajustado a 6,0). La muestra 3
contenía 4,0 ml de medio DMEM/F12 (sin suero) que contenía ATP 0,1 µM más 4,0 ml de Hepes 25 mM (pH 7,5).
Las muestras se dividieron por la mitad; la mitad se incubó a 22ºC y la otra mitad se incubó a 37ºC. Después de 10
minutos de incubación en sus baños de agua respectivos para dejar que la solución a 37ºC alcanzara esa temperatura
(a este punto se denomina tiempo = 10 min), se transfirieron 100 µl de cada muestra independientemente a un pocillo
de una placa de luminómetro de 96 pocillos por cuadruplicado. A cada 100 µl de muestra se añadieron 20 µl de una
solución que contenía solución de luciferina (12,5 mM)/luciferasa (200 µg/ml de LucPpe2m146)/MgSo4 (50 mM).
Las unidades relativas de luz resultantes se midieron en un luminómetro Dynex usando lecturas de 0,5 segundos. Esto
se repitió en varios puntos de tiempo hasta 5 horas. Los valores de unidad relativa de luz promedio (Tabla L) y el
porcentaje restante de ATP (Tabla M) se muestran más adelante.
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TABLA L

Valores de Unidad relativa de luz Promedio

TABLA M

Porcentaje de ATP Restante

En las condiciones de este ensayo, el DTAB al 1% no produjo pérdida de ATP (es decir, inhibición completa de
ATPasa endógena a la muestra) a 22ºC y pérdida mínima a 37ºC, aún cuando la solución se incubó a la temperatura
de interés durante hasta cinco horas. Estos datos demuestran condiciones de reacción para las que existe inhibición de
ATPasa endógena casi completa y en las que el ATP es estable hasta al menos cinco horas.

Ejemplo 5

III. Estabilidad de Composición de Reactivo

Usando los resultados del Ejemplo 4, este experimento se diseñó para demostrar la estabilidad de la composición
de reactivo completa a 22ºC en comparación con su estabilidad a 37ºC medido por luminiscencia a lo largo del tiempo.
Para generar la composición de reactivo completa, se añadieron 10 ml de detergente tamponado (Citrato de Sodio 36
mM, EDTA 2 mM, MgSO4 20 mM, NaF 2 mM, DTAB al 1%, THESIT al 2%, Mazu al 0,2%, tamponado hasta un pH
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final de 6,0) a LucPpe2m146 liofilizado, D-luciferina, MgSO4 y CDTA para que la composición de reactivo tuviera
una concentración de luciferasa final de 80 µg/ml y una concentración de luciferina final de 5 mM.

La composición de reactivo se dividió por la mitad con una mitad incubada a 22ºC y la otra mitad incubada en un
baño de agua a 37ºC. En diversos puntos de tiempo, se retiraron muestras de 100 µl de las composiciones de reactivo
(por cuadruplicado) y se transfirieron a una placa de luminómetro de 96 pocillos. Después, a cada muestra de 100 µl
se añadieron 100 µl de ATP 1,0 µM en DPBS (Solución Salina Tamponada con Fosfato de Dulbecco, Sigma Corp., St.
Louis, MO). La placa se agitó durante 30 segundos a 700 rpm en un agitador orbital y después se leyó la luminiscencia
en un luminómetro de placa de microtitulación Dynex MLX, lecturas de 0,5 segundos por pocillo. Los valores de
unidad relativa de luz promedio se enumeran más adelante en la Tabla N y los valores de porcentaje de ATP restante
y semivida en la Tabla O.

TABLA N

Unidades relativas de luz Promedio

TABLA O

Porcentaje de ATP Restante

Ejemplo 6

Efecto de DTAB sobre Estabilidad de Composiciones de Reactivo que Comprenden Diversas Luciferasas (37ºC)

La estabilidad de una composición de reactivo que comprendía luciferasa LucPpe2 se comparó con una compo-
sición de reactivo que comprendía LucPpe2m90 y una composición de reactivo que comprendía LucPpe2m146, en
presencia y ausencia de DTAB al 0,1%. Estas luciferasas mutantes son termoestables; las mismas se describen con
detalle en la solicitud de PCT PCT/US99/30925, presentada el 22 de diciembre de 1999.

Cada enzima se diluyó a 0,05 mg/ml hasta un volumen final de 1,0 ml en cualquiera de HEPES 25 mM, pH 8,0 o
citrato 20 mM, pH 6,0; ambos con NaCl 100 mM, EDTA 1 mM, gelatina al 0,1% y glicerol al 5%. En la mitad de las
muestras, se añadió DTAB al 0,1%. Las soluciones de enzima (“composiciones de reactivo”) se incubaron a 37ºC.

En diversos puntos de tiempo, se transfirieron 10 µl de solución de enzima a una placa de luminómetro de 96
pocillos por triplicado. Después, por triplicado, se añadieron 100 µl de reactivo de ensayo de luciferasa a temperatura
ambiente (luciferina 1 mM, ATP 0,2 mM, MgSO4 10 mM en HEPES 50 mM, pH 8,0) a cada alícuota de solución de
enzima de 10 µl, se mezcló y se leyó inmediatamente en un luminómetro de placa de microtitulación Dynex MLX.
El ATP en el reactivo de ensayo de luciferasa está en una concentración de saturación. Se indican los valores de url
promedio, así como las semividas de la actividad de la composición de reactivo medidas por luminiscencia (Tabla P).
La semivida se calculó usando la fórmula log (0,5)/pendiente de los datos representados como tiempo (eje x) frente
a valor de log de url. El tiempo cero es en realidad aproximadamente 2-3 minutos después de la mezcla de enzima
y sustrato; esto podría explicar los números más bajos en presencia de DTAB en el momento 0 que en ausencia de
DTAB.
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TABLA P

Efecto de DTAB sobre actividad de diversas luciferasas

Ejemplo 7

Duración Mejorada de Luminiscencia y Efectos de Diversos Medios y Sueros sobre la Medición de ATP

En algunas realizaciones, las composiciones de la invención se añadieron a células intactas para lisarlas y después
detectar ATP. En otras realizaciones, los mismos medios de cultivo condicionados se ensayaron para determinar ATP.
Sin embargo, los componentes diversos de los medios, tales como tampones, azúcares, aminoácidos, indicadores de
pH, sales, etc, así como los diversos factores observados en el suero (equino, bovino, etc) pueden inhibir la actividad
de luciferasa. Este ejemplo demuestra el efecto de los medios de cultivo celular y sueros en presencia del inhibidor de
ATPasa DTAB sobre la composición de reactivo y sobre la duración de luminiscencia (denominada en este documento
“estabilidad de señal”) cuando la composición de reactivo se combina con una muestra que suministra ATP.

Se preparó la siguiente composición de reactivo: tampón Citrato 40 mM (pH 6,0), tampón MES 110 mM (pH 6,0),
EDTA 0,2 mM, 100 µg/ml de Luciferasa (LucPpe2m146), diluida a partir de 37,8 mg/ml de solución madre), luciferina
5 mM, NaCl 300 mM, MgSO4 20 mM, Mazu DF-204 al 0,05% y concentraciones variables de DTAB como se enumera
en la Tabla Q más adelante. La reacción de luciferasa-luciferina se inició combinando 100 µl de composición de la
composición de reactivo con 100 µl de medio celular con suero, se añadieron concentraciones finales variables de
DTAB (como se indica más adelante en la Tabla Q) y ATP 1,0 µM a cada reacción más o menos pirofosfato de sodio
10 µM en pocillos de una placa de luminómetro de microtitulación de 96 pocillos; cada condición experimental se
preparó por triplicado. En diversos momentos después de iniciar la reacción, se registraron los valores de url usando
un luminómetro de microplaca Orion (Berthold Detection Systems; Pforzheim, Alemania). Las url promedio y la
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estabilidad de señal (medidas en términos de su semivida) se indican en la Tabla Q. En todos los medios ensayados, el
DTAB en presencia de Ppi dio como resultado una semivida mayor que el DTAB en ausencia de Ppi. El tipo de medios
usados en el ensayo no contribuyó significativamente a la variación de estabilidad de señal. La semivida de estabilidad
de señal se calculó desde el tiempo 0 (A) y desde el tiempo 10 min como el valor original (B). El Ppi disminuyó la
luminiscencia aproximadamente diez veces o más.

TABLA Q

Efectos de medios y sueros sobre reacción de luciferasa-luciferina
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Ejemplo 8

Número de Células se Correlaciona con Producción de Luz

Este experimento demuestra que la luminiscencia generada mediante el uso de la composición de reactivo en el
método de la invención se correlaciona directamente con el número de células viables. Se estableció una correlación
sencilla entre los números de células vivas conocidos y la luminiscencia determinada experimentalmente.

Se cultivaron células Jurkat (ATCC, CRL-1990) en CO2 al 5%/aire al 95%, el 100% de humedad a 37ºC y se
mantuvieron en medio RPMI (Sigma, R-8005) que contenía FBS al 10% (Hyclone NºSH30070), aminoácidos no
esenciales 1X (Hyclone SH30238) y piruvato de sodio 1 mM (Hyclone NºSH30239). Las células se suspendieron
a 5 x 105/ml en medio completo fresco y se prepararon diluciones seriadas 1:2. Después, se añadieron 100 µl de
las diluciones celulares a pocillos de una placa de microtitulación de 96 pocillos, dando como resultado 0-50.000
células/pocillo. Se prepararon réplicas por cuadriplicado. Después la placa se incubó a 37ºC, CO2 al 5% durante 45
minutos. Después la placa se equilibró a 22ºC durante 30 minutos. Después se añadieron 100 µl de composición de
reactivo (tampón Citrato 40 mM (pH 6,0), tampón MES 110 mM (pH 6,0), EDTA 2 mM, KPO4 450 mM, Prionex al
0,4%, 80 µg/ml de Luciferasa (LucPpe2m146, diluida a partir de 37,8 mg/ml de solución madre), luciferina 5 mM,
THESIT al 2%, NaF 20 mM, MgSO4 20 mM, Mazu DF-204 al 0,02% y DTAB al 1,0%), a cada pocillo, la placa
se agitó suavemente durante 2 minutos y se incubó durante 10 minutos en un luminómetro de placa Dynex MLX.
Después se leyó la producción de luz en interrogaciones acumuladas de 0,5 segundos. Las url promedio resultantes se
indican en este documento más adelante en la Tabla R.

TABLA R

Correlación de luminiscencia con número de células

Ejemplo 9

Células linfoides ensayadas con NaF

En algunas células, tales como células linfoides (por ejemplo, Jurkat), se observa un aumento de luminiscencia
a lo largo del tiempo en presencia de la solución de composición de reactivo. Aunque el mecanismo subyacente de
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este aumento de luminiscencia no se conoce, se postula que se produce como resultado del funcionamiento de enzimas
generadoras de ATP en este tipo de célula. La actividad de tales enzimas, si se deja sin comprobar, dará como resultado
una estimación excesiva de ATP en una muestra en el momento del ensayo. Este experimento se diseñó para ensayar
los efectos de fluoruro de sodio sobre la luminiscencia cuando se usan células linfoides. El experimento también
demuestra la duración mejorada de luminiscencia producida por la LucPpe2m146 en la composición y métodos de la
invención.

Se cultivaron células Jurkat (ATCC, CRL-1990) en CO2 al 5%/aire al 95%, el 100% de humedad a 37ºC y se
mantuvieron en medio RPMI (Sigma, R-8005) que contenía FBS al 10% (Hyclone NºSH30070), aminoácidos no
esenciales 1X (Hyclone SH30238) y piruvato de sodio 1 mM (Hyclone NºSH30239). Las células se sembraron a 0,
12500, 25000 y 50000 células/pocillo en 100 µl de medio en una placa de luminómetro de microtitulación de 96
pocillos. Se prepararon réplicas por cuadriplicado. A cada uno de estos pocillos se añadió composición de reactivo
(composición de reactivo = tampón Citrato 40 mM (pH 6,0), tampón MES 110 mM (pH 6,0), EDTA 0,2 mM, Gelatina
al 0,2%, 100 µg/ml de Luciferasa (LucPpe2m146, diluida a partir de 37,8 mg/ml de solución madre), luciferina 100
µM, NaCl 300 mM, MgSO4 20 mM, Mazu DF-204 al 0,05% y DTAB al 0,6%). Además, todas excepto la muestra de
control “sin KPO4” contenían tampón KPO4 60 mM (pH 6,0). Después se añadieron diversas concentraciones de NaF
a la solución anterior hasta concentraciones finales de 0, 1,0, 2,0, 4,0, 10,0 mM; una condición tenía NaF 10,0 mM
pero sin KPO4.

El volumen de reacción total por pocillo fue 200 µl, que consistían en 100 µl de células más medio y 100 µl de
composición de reactivo que contenía KPO4 y/o NaF. La producción de luz se tomó en diversos momentos en un
luminómetro de placa de microtitulación Dynex en un tiempo de lectura de 0,5 segundos. Las url promedio resultantes
a partir de pocillos cuadruplicados y estabilidades de señal calculadas medidas por sus valores de semivida se indican
en la Tabla S.

Los datos demuestran que la adición de NaF puede inhibir el aumento de luminiscencia visto cuando se usan
células de Jurkat en un método de la presente invención.
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TABLA S

Efecto de NaF sobre luminiscencia de células Jurkat
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REIVINDICACIONES

1. Un método para detectar ATP en una muestra que comprende:

(a) añadir a la muestra una composición de reactivo que comprende uno o más detergentes y una luciferasa que
comprende una secuencia de aminoácidos seleccionada entre el grupo que consiste en SEC ID Nº: 1, 2, 3 y 4

en el que la composición de reactivo es capaz de mantener al menos el 30% de actividad, medida mediante lu-
miniscencia después de que la composición de reactivo se combina con la muestra, durante al menos una hora en
comparación con la actividad de la composición de reactivo inmediatamente después de que la luciferasa se combina
con el uno o más detergentes y en el que el uno o más detergentes presentes en la composición de reactivo se seleccio-
nan entre detergentes catiónicos, detergentes aniónicos y/o detergentes zwitteriónicos y colectivamente son capaces
de reducir la actividad de ATPasa endógena a la muestra en al menos el 25% con relación a la actividad de ATPasa en
ausencia del uno o más detergentes y

(b) detectar luminiscencia.

2. Un método para detectar ATP en una muestra que comprende:

(a) añadir a la muestra una composición de reactivo que comprende uno o más detergentes y una luciferasa que
comprende una secuencia de aminoácidos seleccionada entre el grupo que consiste en SEC ID Nº: 1, 2, 3 y 4

en el que la composición de reactivo es capaz de mantener al menos el 30% de actividad, medida por luminiscencia
después de que la composición de reactivo se combina con la muestra, durante al menos una hora en comparación con
la actividad de la composición de reactivo inmediatamente después de que la luciferasa se combina con el uno o
más detergentes y en el que el uno o más detergentes presentes en la composición de reactivo se seleccionan entre
detergentes catiónicos, detergentes aniónicos y/o detergentes zwitteriónicos y colectivamente son capaces de reducir
la actividad de ATPasa endógena a la muestra en al menos el 25% con relación a la actividad de ATPasa de la muestra
en ausencia del uno o más detergentes y

(b) cuantificar luminiscencia.

3. Un método para medir viabilidad celular dentro de una población de células que comprende:

(a) poner en contacto la población de células con una composición de reactivo que comprende uno o más detergen-
tes y una luciferasa que comprende una secuencia de aminoácidos seleccionada entre el grupo que consiste en SEC ID
Nº: 1, 2, 3 y 4, donde la composición de reactivo es capaz de mantener al menos el 30% de actividad, medida mediante
luminiscencia después de que la composición de reactivo se combina con la población de células, durante al menos
una hora en comparación con la actividad de la composición de reactivo inmediatamente después de que la luciferasa
se combina con el uno o más detergentes y en el que el uno o más detergentes presentes en la composición de reactivo
se seleccionan entre detergentes catiónicos, detergentes aniónicos y/o detergentes zwitteriónicos y colectivamente son
capaces de reducir la actividad de ATPasa endógena a la población de células en al menos el 25% con relación a la
actividad de ATPasa de la población de células en ausencia del uno o más detergentes y

(b) detectar luminiscencia, en el que la cantidad de luminiscencia detectada es proporcional a la viabilidad de las
células dentro de la población.

4. Un método para determinar el efecto de un compuesto sobre una primera población de células que comprende:

(a) poner en contacto la primera población de células con una concentración del compuesto;

(b) posteriormente poner en contacto la primera población de células con una composición de reactivo que com-
prende uno o más detergentes y una luciferasa que comprende una secuencia de aminoácidos seleccionada entre el
grupo que consiste en SEC ID Nº: 1, 2, 3 y 4,

en el que la composición es capaz de mantener al menos el 30% de actividad, medida mediante luminiscencia
después de que la composición de reactivo se combina con la muestra, durante al menos una hora en comparación
con la actividad de la composición de reactivo inmediatamente después de que la luciferasa se combina con el uno
o más detergentes y en el que el uno o más detergentes presentes en la composición de reactivo se seleccionan entre
detergentes catiónicos, detergentes aniónicos y/o detergentes zwitteriónicos y colectivamente son capaces de reducir
la actividad de ATPasa endógena a la muestra en al menos el 25% con relación a la actividad de ATPasa de la muestra
en ausencia del uno o más detergentes y

(c) detectar una cantidad de luminiscencia y

(d) comparar la cantidad de luminiscencia en la primera población con una cantidad de luminiscencia en una
segunda población de células.

48



5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 325 808 T3

5. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 en el que la composición de reactivo comprende además
cualquiera de los siguientes:

luciferina

un agente de lisis celular

un agente de extracción de ATP o

NaF o un agente estabilizador de enzima.

6. El método de la reivindicación 1, en el que la composición de reactivo es capaz de mantener al menos el
60% de actividad, medida mediante luminiscencia después de que la composición de reactivo se combina con la
muestra, durante al menos una hora en comparación con la actividad de la composición de reactivo inmediatamente
después de que la luciferasa se combina con el uno o más detergentes y en el que el uno o más detergentes presentes
en la composición de reactivo colectivamente son capaces de reducir la actividad de ATPasa endógena a la mues-
tra en al menos el 40% con relación a la actividad de ATPasa de la muestra en ausencia del uno o más detergen-
tes.

7. El método de la reivindicación 1, en el que la composición de reactivo es capaz de mantener al menos el 30%
de actividad, medida mediante luminiscencia después de que la composición de reactivo se combina con la muestra,
durante al menos dos horas en comparación con la actividad de la composición de reactivo inmediatamente después
de que la luciferasa se combina con el detergente y en el que el uno o más detergentes presentes en la composición de
reactivo colectivamente son capaces de reducir la actividad de ATPasa endógena a la muestra en al menos el 40% con
relación a la actividad de ATPasa de la muestra en ausencia del uno o más detergentes.

8. El método de la reivindicación 7, en el que la composición de reactivo es capaz de mantener al menos el 60%
de actividad, medida mediante luminiscencia después de que la composición de reactivo se combina con la muestra,
durante al menos dos horas en comparación con la actividad de la composición de reactivo inmediatamente después
de que la luciferasa se combina con el detergente y en el que el uno o más detergentes presentes en la composición de
reactivo colectivamente son capaces de reducir la actividad de ATPasa endógena a la muestra en al menos el 40% con
relación a la actividad de ATPasa de la muestra en ausencia del uno o más detergentes.

9. El método de la reivindicación 1, en el que la composición de reactivo es capaz de mantener al menos el
60% de actividad, medida mediante luminiscencia después de que la composición de reactivo se combina con la
muestra, durante al menos una hora en comparación con la actividad de la composición de reactivo inmediatamente
después de que la luciferasa se combina con el uno o más detergentes y en el que el uno o más detergentes pre-
sentes en la composición de reactivo colectivamente son capaces de reducir la actividad de ATPasa endógena a la
muestra en al menos el 60% con relación a la actividad de ATPasa de la muestra en ausencia del uno o más deter-
gentes.

10. El método de la reivindicación 1, en el que cuando está presente un detergente catiónico, el detergente catiónico
se selecciona entre el grupo que consiste en bromuro de dodeciltrimetilamonio y bromuro de bencildimetildodecila-
monio.

11. El método de la reivindicación 1, en el que cuando está presente un detergente catiónico en la composición de
reactivo, el detergente catiónico está presente en una concentración de al menos el 0,1% (p/v).

12. El método de la reivindicación 1, en el que la composición de reactivo comprende al menos un detergente
catiónico y la luciferasa se prepara reconstituyendo luciferasa liofilizada en una solución que comprende el detergente
catiónico.

13. El método de la reivindicación 1, en el que la composición de reactivo comprende al menos el 0,1% de bromuro
de bencildimetildodecilamonio y mantiene al menos el 50% de la actividad de la composición de reactivo.

14. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que la luciferasa produce una luminiscencia que
tiene menos del 50% de pérdida de luminiscencia por hora.

15. El método de la reivindicación 2, comprendiendo además la etapa de comparar la luminiscencia cuantificada
con una cuantificación separada determinada, cuantificando la luminiscencia producida por una muestra que compren-
de una concentración conocida de ATP.

16. El método de la reivindicación 2, comprendiendo además la etapa de añadir una concentración conocida de
ATP a la muestra.

17. El método de la reivindicación 3, en el que la viabilidad de las células indica aproximadamente un número de
células viables dentro de la población de células.
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18. El método de la reivindicación 4, en el que, antes de detectar la cantidad de luminiscencia en la segunda
población de células, la segunda población de células se puso en contacto con una concentración del compuesto que
difiere de la concentración que se pone en contacto con la primera población de células.

19. El método de la reivindicación 4, en el que la concentración del compuesto que se pone en contacto con la
segunda población es menor que la concentración del compuesto que se pone en contacto con la primera población.

20. El método de la reivindicación 4, en el que se determina el efecto citotóxico del compuesto.

21. El método de la reivindicación 4, en el que se determina el efecto de proliferación celular del compuesto.

22. El método de la reivindicación 4, en el que las etapas (a) a (d) se repiten para uno o más compuestos en una
biblioteca de moléculas pequeñas.
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LISTA DE SECUENCIAS

Secuencia de aminoácidos 78-0B10 (SEC ID Nº: 1)

1
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Secuencia de aminoácidos 90-1B5 (SEC ID Nº: 2)
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Secuencia de aminoácidos 133-1B2 (SEC ID Nº: 3)
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Secuencia de aminoácidos 146-1H2 (SEC ID Nº: 4)

4



5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 325 808 T3

5



5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 325 808 T3

78-0B10 (SEC ID Nº: 5)

90-1B5 (SEC ID Nº: 6)
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133-1B2 (SEC ID Nº: 7)

146-1H2 (SEC ID Nº: 8)
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