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DESCRIPCIÓN 
 
Nuevos sustratos de coelenterazina y métodos de uso 
 
Antecedentes 5 
 
Se ha demostrado que la luciferasa secretada por el camarón de aguas profundas Oplophorus gracilirostris posee 
muchas características interesantes, tales como una alta actividad, un alto rendimiento cuántico y una amplia 
especificidad de sustrato (incluyendo, por ejemplo, la coelenterazina, así como diversos análogos de la 
coelenterazina). La reacción bioluminiscente de Oplophorus tiene lugar cuando la luciferasa de Oplophorus cataliza 10 
la oxidación de la coelenterazina (sustrato) con oxígeno molecular, dando lugar a una intensidad de luz máxima a 
462 nm y a los productos CO2 y coelenteramida (Shimomura et al., Biochemistry, 17:994 (1978)). La luminiscencia 
óptima se produce a un pH 9 en presencia de NaCl 0,05-0,1 M a 40 ºC y, debido a la resistencia inusual de esta 
enzima al calor, la luminiscencia visible se produce a temperaturas superiores a 50 ºC, cuando se usa la enzima 
altamente purificada, o a más de 70 ºC, cuando se usa la enzima parcialmente purificada. A pH 8,7, según lo 15 
publicado por Shimomura et al. (1978), la luciferasa natural tiene un peso molecular de aproximadamente 130 kDa, 
comprendiendo aparentemente cuatro monómeros de 31 kDa cada uno; a pH inferior, la luciferasa natural tiende a 
polimerizarse. 
 
Trabajos posteriores han mostrado que la luciferasa de Oplophorus gracilirostris es un complejo de proteínas 20 
naturales de 35 kDa y 19 kDa, es decir, un heterotetrámero que consiste en dos componentes de 19 kDa y dos 
componentes de 35 kDa. Inouye et al. (2000) informaron de la clonación molecular de los ADNc que codifican las 
proteínas de 35 kDa y 19 kDa de luciferasa de Oplophorus, y la identificación del componente proteico que cataliza 
la reacción de luminiscencia. Los ADNc que codifican las proteínas se expresaron en células bacterianas y de 
mamíferos, y la proteína de 19 kDa se identificó como el componente capaz de catalizar la oxidación luminiscente de 25 
la coelenterazina (Inouye et al., 2000). 
 
La proteína de 19 kDa de la luciferasa de Oplophorus (acceso del GenBank BAB13776, 196 aminoácidos) parece 
ser el componente catalítico más pequeño que tiene función de luciferasa, y su estructura primaria no tiene similitud 
significativa con ninguna luciferasa publicada, incluyendo las luciferasas de imidazopirazinona (Lorenz et al., PNAS 30 
EE.UU., 88: 4438 (1991); Thompson et al., PNAS EE.UU., 86:6567 (1989)). La expresión de la proteína de 19 kDa 
en E. coli dio como resultado la formación de cuerpos de inclusión (Inouye y Sasaki, “Protein Expression and 
Purification”, 56:261-268 (2007)). La formación de cuerpos de inclusión se debe probablemente a la inestabilidad de 
la proteína. 
 35 
La especificidad de sustrato de la luciferasa de Oplophorus es inesperadamente amplia (Inouye y Shimomura. 
BBRC, 223:349 (1997)). Por ejemplo, la bisdesoxicoelenterazina (es decir, la coelenterazina-hh), un análogo de la 
coelenterazina, es un excelente sustrato para la luciferasa de Oplophorus comparable con la coelenterazina 
(Nakamura et al., Tetrahedron Lett., 38:6405 (1997)). Por otra parte, la luciferasa de Oplophorus es una enzima 
secretada, como la luciferasa del ostrácodo marino Cypridina (Vargula) hilgendorfii (Johnson y Shimomura, Meth. 40 
Enzyme, 57: 331 (1978)), que también usa una luciferina de tipo imidazopirazinona para emitir luz. 
 
Sumario 
 
La divulgación del presente documento se refiere a un compuesto que puede ser de fórmula (Ia) o (lb): 45 

 
o 
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3 

 
en las que R2 se selecciona del grupo que consiste en alquilo de cadena lineal; 

 
o C2-5 
R6 se selecciona del grupo que consiste en -H, -OH, -NH2, -OC(O)R o -OCH2OC(O)R; 5 
R8 se selecciona del grupo que consiste en 

 
H o cicloalquilo inferior; 
en la que R3 y R4 son ambos H o ambos alquilo C1-2; 
W es -NH2, halo, -OH, -NHC(O)R, -CO2R; 10 
X es -S-, -O- o -NR22-; 
Y es -H, -OH, o -OR11; 
Z es -CH- o -N-; 
cada R11 es, de manera independiente, -C(O)R" o -CH2OC(O)R"; 
R22 es H, CH3 o CH2CH3; 15 
cada R es, de manera independiente, alquilo C1-7 de cadena lineal o alquilo C1-7 ramificado; 
R" es alquilo C1-7 de cadena lineal o alquilo C1-7 ramificado;  
los enlaces de trazos indican la presencia de un anillo opcional, que puede estar saturado o insaturado;  
con la condición de que cuando R2 sea 

 20 
o  
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4 

 
R8 no sea 

 
con la condición de que cuando R2 sea 

 5 
R8 sea 

 
o cicloalquilo inferior; y  
con la condición de que cuando R6 esa NH2, R2 sea 

 10 
o alquilo C2-5; 
o R8 no sea 

 
 
La divulgación del presente documento también se refiere a un compuesto que se puede seleccionar entre: 15 
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5 

 
 
La divulgación del presente documento se refiere a un compuesto que puede ser de fórmula: 

 
 5 
La divulgación del presente documento también se puede referir a un polinucleótido aislado que codifica una 
variante polipeptídica de OgLuc que tiene al menos un 60 % de identidad de secuencia de aminoácidos con SEQ ID 
NO: 1 que comprende al menos una sustitución de aminoácido en una posición correspondiente a un aminoácido de 
SEQ ID NO: 1 en el que la variante polipeptídica de OgLuc tiene la luminiscencia potenciada. 
 10 
La divulgación del presente documento también se puede referir a un polinucleótido aislado que codifica una 
variante polipeptídica de OgLuc que tiene al menos un 60 % de identidad de secuencia de aminoácidos con SEQ ID 
NO: 1 que comprende al menos una sustitución de aminoácido en una posición correspondiente a un aminoácido de 
SEQ ID NO: 1, en el que la variante polipeptídica de OgLuc tiene la luminiscencia potenciada con respecto a un 
polipéptido de OgLuc de SEQ ID NO: 3, con la condición de que el polipéptido codificado por el polinucleótido no sea 15 
uno de los que se enumeran en la Tabla 47. 
 

E11782732
05-04-2016ES 2 567 410 T3

 



6 

La divulgación del presente documento también se puede referir a un polinucleótido aislado que codifica una 
variante polipeptídica de OgLuc que tiene al menos un 60 % de identidad de secuencia de aminoácidos con SEQ ID 
NO: 1 que comprende al menos una sustitución de aminoácido en una posición correspondiente a un aminoácido de 
SEQ ID NO: 1, en el que la variante polipeptídica de OgLuc tiene la luminiscencia potenciada con respecto a un 
polipéptido de SEQ ID NO: 31, con la condición de que el polipéptido codificado por el polinucleótido no sea SEQ ID 5 
NO: 3 ni 15. 
 
La divulgación del presente documento también se refiere a un polinucleótido aislado que codifica una variante 
polipeptídica de OgLuc que tiene al menos un 60 % de identidad de secuencia de aminoácidos con SEQ ID NO: 1, 
que comprende al menos una sustitución de aminoácido en una posición correspondiente a un aminoácido de SEQ 10 
ID NO: 1, en el que la variante polipeptídica de OgLuc tiene la luminiscencia potenciada con respecto a un 
polipéptido de SEQ ID NO: 29, con la condición de que el polipéptido codificado por el polinucleótido no sea SEQ ID 
NO: 3 ni 15. 
 
La divulgación del presente documento se puede referir a un polinucleótido aislado que codifica una variante 15 
polipeptídica de OgLuc que tiene al menos un 80 % de identidad de secuencia de aminoácidos con respecto a un 
polipéptido de OgLuc de SEQ ID NO: 1 que comprende las sustituciones de aminoácidos A4E, Q1 1R, A33K, V44I, 
P1 15E, Q124K, Y138I, N166R, I90V, F54I, Q18L, F68Y, L72Q y M75K correspondiente a SEQ ID NO: 1 y la 
variante polipeptídica de OgLuc que tiene actividad de luciferasa. 
 20 
La divulgación del presente documento se puede referir a un polinucleótido aislado que codifica una variante 
polipeptídica de OgLuc que tiene al menos un 80 % de identidad de secuencia de aminoácidos con un polipéptido de 
OgLuc de SEQ ID NO: 1, en el que el aminoácido de la posición 4 es glutamato, de la posición 11 es arginina, de la 
posición 18 es leucina, de la posición 33 es lisina, de la posición 44 es isoleucina, de la posición 54 es isoleucina, de 
la posición 68 es tirosina, de la posición 72 es glutamina, de la posición 75 es lisina, de posición 90 es valina, de la 25 
posición 115 es glutamato, de la posición 124 es lisina, de la posición 138 es isoleucina y de la posición 166 es 
arginina correspondiente a SEQ ID NO: 1 y la variante polipeptídica de OgLuc que tiene actividad de luciferasa. 
 
La divulgación del presente documento también se puede referir a un polinucleótido aislado que codifica una 
variante polipeptídica de OgLuc que tiene al menos un 80 % de identidad de secuencia de aminoácidos con un 30 
polipéptido de OgLuc de SEQ ID NO: 1 que comprende las sustituciones de aminoácidos A4E, Q11R, A33K, V44I, 
P115E, Q124K, Y138I, N166R, Q18L, F54I, L92H e Y109F correspondientes a SEQ ID NO: 1 y la variante 
polipeptídica de OgLuc que tiene actividad de luciferasa. 
 
La divulgación del presente documento también se puede referir a un polinucleótido aislado que codifica una 35 
variante polipeptídica de OgLuc que tiene al menos un 80 % de identidad de secuencia de aminoácidos con un 
polipéptido de OgLuc de SEQ ID NO: 1 que comprende las sustituciones de aminoácidos A4E, Q11R, A33K, V44I, 
A54I, F77Y, I90V, P115E, Q124K, Y138I y N166R correspondientes a SEQ ID NO: 1 y la variante polipeptídica de 
OgLuc que tiene actividad de luciferasa. 
 40 
La divulgación del presente documento también se puede referir a un polinucleótido aislado que codifica una 
variante polipeptídica de OgLuc que tiene al menos un 80 % de identidad de secuencia de aminoácidos con un 
polipéptido de OgLuc de SEQ ID NO: 1, en el que el aminoácido de la posición 4 es glutamato, de posición 11 es 
arginina, de la posición 18 es leucina, de la posición 33 es lisina, de la posición 44 es isoleucina, de la posición 54 es 
isoleucina, de la posición 92 es histidina, de la posición 109 es fenilalanina, de la posición 115 es glutamato, de la 45 
posición 124 es lisina, de la posición 138 es isoleucina y de la posición 166 es arginina correspondiente a SEQ ID 
NO: 1 y la variante polipeptídica de OgLuc que tiene actividad de luciferasa. 
 
La divulgación del presente documento también se puede referir a un polinucleótido aislado que codifica una 
variante polipeptídica de OgLuc que tiene al menos un 80 % de identidad de secuencia de aminoácidos con un 50 
polipéptido de OgLuc de SEQ ID NO: 1, en el que el aminoácido de la posición 4 es glutamato, de la posición 11 es 
arginina, de la posición 33 es lisina, de la posición 44 es isoleucina, de la posición 54 es isoleucina, de la posición 77 
es tirosina, de la posición 90 es valina, de la posición 115 es glutamato, de la posición 124 es lisina, de la posición 
138 es isoleucina y de la posición 166 es arginina correspondiente a SEQ ID NO: 1 y la variante polipeptídica de 
OgLuc que tiene actividad de luciferasa. 55 
 
La divulgación del presente documento también se puede referir a un polinucleótido aislado que comprende el 
polinucleótido que codifica el polipéptido de SEQ ID NO: 19. 
 
La divulgación del presente documento también se puede referir a un polinucleótido aislado que comprende el 60 
polinucleótido de SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 24, SEQ ID NO: 25, SEQ ID NO: 42, SEQ ID NO: 88 o SEC ID NO: 
92. 
 
La divulgación del presente documento también se puede referir a un polinucleótido aislado que codifica un 
polipéptido de luciferasa de decápodo que tiene al menos un 30 % de identidad de la secuencia de aminoácidos con 65 
la SEQ ID NO: 1, comprendiendo el polipéptido un patrón de secuencia correspondiente al patrón de secuencia de 
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Fórmula (VII) y que incluye no más de 5 diferencias, en el que las diferencias incluyen diferencias de las posiciones 
del patrón 1, 2, 3, 5, 8, 10, 12, 14, 15, 17 o 18 con respecto a la Fórmula (VII) de acuerdo con el patrón de OgLuc 
enumerado en la Tabla 4, así como huecos o inserciones entre cualquiera de las posiciones del patrón de Fórmula 
(VII) de acuerdo con el patrón de OgLuc enumerado en la Tabla 4, en el que la luciferasa de decápodo produce 
luminiscencia en presencia de una coelenterazina. 5 
 
La divulgación del presente documento también se puede referir a una secuencia de nucleótidos sintética que 
codifica una variante polipeptídica de OgLuc que comprende un fragmento de al menos 100 nucleótidos que tiene un 
80 % o menos de identidad de secuencia de ácido nucleico con una secuencia de ácido nucleico parental que tiene 
la SEQ ID NO: 2 y que tiene un 90 % o más de identidad de secuencia de ácido nucleico con SEQ ID NO: 22, SEQ 10 
ID NO: 23, SEQ ID NO: 24 o SEQ ID NO: 25 o el complemento de las mismas, en el que la reducción de la identidad 
de la secuencia se debe a diferentes codones de la secuencia de nucleótidos sintética con respecto a los codones 
de la secuencia de ácido nucleico parental, en la que la secuencia de nucleótidos sintética codifica una variante de 
OgLuc que tiene al menos un 85 % de identidad de secuencia de aminoácidos con la luciferasa correspondiente 
codificada por la secuencia de ácido nucleico parental, y en la que el secuencia de nucleótidos sintética tiene un 15 
número reducido de secuencias reguladoras con respecto a la secuencia de ácido nucleico parental. 
 
La divulgación del presente documento también se puede referir a una secuencia de nucleótidos sintética que 
codifica una variante polipeptídica de OgLuc que comprende un fragmento de al menos 300 nucleótidos que tiene un 
80 % o menos de identidad de secuencia de ácido nucleico con una secuencia de ácido nucleico parental que tiene 20 
la SEQ ID NO: 14 y que tiene un 90 % o más de identidad de secuencia de ácido nucleico de SEQ ID NO: 22 o SEQ 
ID NO: 23 o el complemento de las mismas, en la que la reducción de la identidad de secuencia se debe a diferentes 
codones de la secuencia de nucleótidos sintética con respecto a los codones de la secuencia de ácido nucleico 
parental, en la que la secuencia de nucleótidos sintética codifica una luciferasa de luciérnaga que tiene al menos un 
85 % de identidad de secuencia de aminoácidos con respecto a la luciferasa correspondiente codificada por la 25 
secuencia de ácido nucleico parental, y en la que la secuencia de nucleótidos sintética tiene un número reducido de 
secuencias reguladoras con respecto a la secuencia de ácido nucleico parental. 
 
La divulgación del presente documento también se puede referir a una secuencia de nucleótidos sintética que 
codifica una variante polipeptídica de OgLuc que comprende un fragmento de al menos 100 nucleótidos que tiene un 30 
80 % o menos de una identidad de secuencia de ácido nucleico con una secuencia de ácido nucleico parental que 
tiene la SEQ ID NO: 18 y que tiene un 90 % o más de identidad de secuencia de ácido nucleico con SEQ ID NO: 24 
o SEQ ID NO: 25 o el complemento de las mismas, en la que la disminución de la identidad de secuencia se debe a 
diferentes codones de la secuencia de nucleótidos sintética con respecto a los codones de la secuencia de ácido 
nucleico parental, en la que la secuencia de nucleótidos sintética codifica una variante de OgLuc que tiene al menos 35 
un 85 % de identidad de secuencia de aminoácidos con la luciferasa correspondiente codificada por la secuencia de 
ácido nucleico parental, y en la que la secuencia de nucleótidos sintética tiene un número reducido de secuencias 
reguladoras en relación con la secuencia de ácido nucleico parental.  
 
La divulgación del presente documento también se puede referir a un péptido de fusión que comprende un péptido 40 
señal de Oplophorus gracilirostris fusionado a una proteína heteróloga, en el que dicho péptido señal es SEQ ID NO: 
54, en el que el péptido de fusión es expresado en una célula y secretado de la célula. 
 
La divulgación del presente documento también se puede referir a un método de generación de un polinucleótido 
que codifique una variante polipeptídica de OgLuc que comprenda: (a) el uso de una construcción de proteína de 45 
fusión parental que comprenda un polipéptido de OgLuc parental y al menos un polipéptido heterólogo para generar 
una biblioteca de variantes de proteínas de fusión; y (b) la exploración de la biblioteca en busca de al menos una de 
entre luminiscencia potenciada, estabilidad enzimática potenciada o biocompatibilidad potenciada con respecto a la 
construcción de proteína de fusión parental. 
 50 
La divulgación del presente documento también se puede referir a un método de generación de polinucleótidos de 
codones optimizados que codifique una luciferasa para su uso en un organismo, que comprenda: para cada 
aminoácido de la luciferasa, seleccionar de manera aleatoria un codón de los dos codones más comúnmente usados 
que se usan en el organismo para codificar el aminoácido con el fin de producir un primer polinucleótido con 
codones optimizados. 55 
 
Breve descripción de las figuras 

 
La FIG. 1 muestra la estructura química de la coelenterazina natural, la bis-coelenterazina (coelenterazina-hh) 
conocida y la coelenterazina-h conocida, en las que R2, R6 y R8 representan las regiones de la molécula en las 60 
que se realizaron modificaciones. 
 
La FIG. 2 muestra la estructura química de las nuevas coelenterazinas PBI-3939, PBI-3889, PBI-394S, PBI-4002, 
PBI-3841, PBI-3897, PBI-3896, PBI-392S, PBI-3894, PBI-3932 y PBI-3840. 
 65 
La FIG. 3 muestra la determinación de Km de PBI-3939. 
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La FIG. 4 muestra la estructura química de diversas coelenterazinas nuevas descritas en el presente documento. 
 
Las FIG. 5A-G muestran la luminiscencia (URL) generada por células bacterianas lisadas que expresan C1+A4E 
usando coelenterazina natural, conocida y nueva como sustratos. Las FIG. 5A, 5C muestran las veces de 
reducción de la luminiscencia generada por C1+4AE usando los sustratos mostrados en la FIG. 5A en 5 
comparación con coelenterazina natural. 
 
Las FIG. 6A-D muestran la luminiscencia generada por células bacterianas lisadas que expresan diversas 
variantes de OgLuc usando coelenterazina natural ("Coelente"), coelenterazina-h conocida ("h"), coelenterazina-
hh conocida ("h,h"), 2-metil-coelenterazina conocida ("2-me"), coelenterazina-v conocida ("v") y las 10 
coelenterazinas nuevas PBI-3840, PBI-3897, PBI-3889, PBI-3899, PBI-3900, PBI-3912, PBI-3913, PBI-3925, 
PBI-3897, PBI-3899, PBI-3889, PBI-3939, PBI-3933, PBI-3932, PBI-3946, PBI-3897, PBI-3841, PBI-3896, PBI-
3925 y PBI-3945 como sustratos. 
 
La FIG. 7 muestra las sustituciones de aminoácidos en diversas variantes de OgLuc. 15 
 
La FIG. 8A-B muestran la luminiscencia generada por células bacterianas lisadas que expresan variantes de 
OgLuc enumeradas en la FIG. 7 usando coelenterazina natural ("Coelenterazina"), coelenterazina-h conocida 
("H"), coelenterazina-hh conocida ("h,h") y las coelenterazinas nuevas PBI-3840, PBI-3925, PBI-3912, PBI-3889 
PBI-3939, PBI-3933, PBI-3932, PBI-3946, PBI-3941 y PBI-3896 como sustratos. 20 
 
La FIG. 9 muestra la luminiscencia generada por células bacterianas lisadas que expresan diversas variantes de 
OgLuc usando coelenterazina natural ("Coelenterazina"), coelenterazina-hh conocida ("h,h") y las nuevas 
coelenterazinas PBI-3939, PBI-3945, PBI-3840, PBI-3932, PBI-3925, PBI-3894 y PBI-3896 como sustratos. 
 25 
La FIG. 10 muestra las sustituciones de aminoácidos en diversas variantes de OgLuc. 
 
La FIG. 11 muestra la luminiscencia generada por células bacterianas lisadas que expresan variantes de OgLuc 
enumeradas en la FIG. 10 usando coelenterazina natural ("Coelenterazina"), coelenterazina-hh conocida ("h,h") y 
las coelenterazinas nuevas PBI-3939, PBI-3945, PBI-3840, PBI-3932, PBI-3925, PBI-3894 y PBI-3896, como 30 
sustratos. 
 
La FIG. 12 muestra la luminiscencia generada por células bacterianas lisadas que expresan variantes de OgLuc 
usando coelenterazina natural ("Coelenterazina"), coelenterazina-hh conocida ("h,h") y las coelenterazinas 
nuevas PBI-3939, PBI-3945, PBI-3889, PBI-3840, PBI-3932, PBI-3925, PBI-3894, PBI-3896 y PBI-3897 como 35 
sustratos. 
 
La FIG. 13 muestra la luminiscencia generada por células bacterianas lisadas que expresan variantes de OgLuc 
usando coelenterazina natural (“Coelenterazina”), coelenterazina-hh conocida ("H,H") y las nuevas 
coelenterazinas PBI-3897, PBI-3896 y PBI-3894 como sustratos.  40 
 
La FIG. 14 muestra las sustituciones de aminoácidos en diversas variantes de OgLuc. 
 
La FIG. 15 muestra la luminiscencia generada por células bacterianas lisadas que expresan variantes de OgLuc 
enumeradas en la FIG. 14 usando coelenterazina natural ("Coelenterazina"), coelenterazina-hh conocida ("h,h") y 45 
las coelenterazinas nuevas PBI-3897, PBI-3841, PBI-3896 y PBI-3894 como sustratos. 
 
La FIG. 16 muestra la luminiscencia generada por células bacterianas lisadas que expresan variantes de OgLuc 
usando coelenterazina natural ("Coelenterazina"), coelenterazina-h conocida ("H"), coelenterazina-hh conocida 
("HH") y las nuevas coelenterazinas PBI-3841 y PBI-3897 como sustratos. 50 
 
La FIG. 17 muestra la luminiscencia generada por células bacterianas lisadas que expresan diversas variantes 
de OgLuc y luciferasa de Renilla humanizada (hRL) usando coelenterazina natural ("Coel"), coelenterazina-hh 
conocida ("h,h") y las coelenterazinas nuevas PBI-3897 y PBI-3841 como sustratos. 
 55 
La FIG. 18 muestra la luminiscencia generada por células bacterianas lisadas que expresan diversas variantes 
de OgLuc usando coelenterazina natural ("Coelenterazina"), coelenterazina-hh conocida ("h,h”) y las nuevas 
coelenterazinas PBI-3939, PBI-3945, PBI-3889 y PBI-4002 como sustratos. 
 
La FIG. 19 muestra la luminiscencia generada por células bacterianas lisadas que expresan diversas variantes 60 
de OgLuc usando coelenterazina natural (“Coelenterazina”), coelenterazina-h conocida ("H"), coelenterazina-hh 
conocida ("h,h”) y las nuevas coelenterazinas PBI-3939, PBI-3945, PBI-3889 y PBI-4002 como sustratos. 
 
La FIG. 20 muestra las sustituciones de aminoácidos en diversas variantes de OgLuc. 
 65 
La FIG. 21 muestra la luminiscencia generada por células bacterianas lisadas que expresan variantes de OgLuc 
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que aparecen en la FIG. 20 usando coelenterazina natural (“Coelenterazina”), coelenterazina-h conocida ("H"), 
coelenterazina-hh conocida ("h,h") y las coelenterazinas nuevas PBI-3939, PBI-3945, PBI-4002, PBI-3932 y PBI-
3840 como sustratos. 
 
La FIG. 22 muestra las sustituciones de aminoácidos en diversas variantes de OgLuc. 5 
 
La FIG. 23 muestra la luminiscencia generada por células bacterianas lisadas que expresan variantes de OgLuc 
que aparecen en la FIG. 22 usando coelenterazina natural (“Coelenterazina”), coelenterazina-h conocida ("H"), 
coelenterazina-hh conocida ("h,h") y las coelenterazinas nuevas PBI-3939, PBI-3945, PBI-3889, PBI-4002, PBI-
3932 y PBI-3840 como sustratos.  10 
 
La FIG. 24 muestra la luminiscencia generada por células bacterianas lisadas que expresan las diversas 
variantes OgLuc y hRL ("Renilla") usando coelenterazina natural ("Coelenterazina"), coelenterazina-h conocida 
("H"), coelenterazina-hh conocida ("H,H") y nuevas coelenterazinas PBI-3939 y PBI-3945 como sustratos. 
 15 
La FIG. 25 muestra la luminiscencia generada por células bacterianas lisadas que expresan diversas variantes 
de OgLuc y hRL ("Renilla") usando coelenterazina natural ("Coelenterazina"), coelenterazina-hh conocida ("h,h”) 
y las nuevas coelenterazinas PBI-3939, PBI-3945, PBI-3889 y PBI-4002 como sustratos. 
 
La FIG. 26 muestra las sustituciones de aminoácidos en diversas variantes de OgLuc. 20 
 
La FIG. 27 muestra la luminiscencia generada por células bacterianas lisadas que expresan variantes de OgLuc 
que aparecen en la FIG. 26 usando coelenterazina natural ("Coelenterazina"), coelenterazina-h conocida ("H"), 
coelenterazina-hh conocida ("h,h") y las coelenterazinas nuevas PBI-3939, PBI-3945, PBI-3889 y PBI-4002 como 
sustratos. 25 
 
La FIG. 28 muestra la luminiscencia generada por células bacterianas lisadas que expresan diversas variantes 
de OgLuc y hRL ("Renilla") usando coelenterazina natural ("Coel."), Coelenterazina-h conocida ("H"), 
coelenterazina-hh conocida ("H,H") y las coelenterazinas nuevas PBI-3939, PBI-3945, PBI-3889 y PBI-4002 
como sustratos. 30 
 
La FIG. 29 muestra la luminiscencia de 9B8 opt y 9B8 opt+K33N en lisados bacterianos usando coelenterazina 
natural y PBI-3939 como sustratos y la especificidad relativa de estas variantes hacia PBI-3939 en comparación 
con coelenterazina natural. 
 35 
Las FIG. 30A-D muestran el análisis de las mutaciones en la posición 166 usando coelenterazina natural (FIG. 
30A), coelenterazina-h (FIG.30B) y PBI-399 (FIG. 30C). 
 
La FIG. 31 muestra la luminiscencia de diferentes eliminaciones en la variante de OgLuc L27V, en la que (-) es el 
fondo de la máquina. 40 
 
La FIG. 32 muestra la luminiscencia normalizada generada por células HEK293 lisadas que expresan hRL 
("Renilla") usando coelenterazina natural como sustrato, luciferasa de luciérnaga (Luc2) usando luciferina 
(reactivo de ensayo BRIGHT-GLO™) como sustrato y diversas variantes de OgLuc usando la nueva PBI-3939 
como sustrato.  45 
 
La FIG. 33 muestra la estabilidad de la señal de IV y 15C1 en lisados bacterianos usando la nueva 
coelenterazina PBI-3945 como sustrato, e IV y 9B8 en lisados bacterianos usando la nueva coelenterazina PBI-
3889 como sustrato. 
 50 
Las FIG. 34A-B muestran la mayor actividad (FIG. 34A) y estabilidad de la señal (FIG. 34B) de la variante de 
OgLuc L27V en comparación con las luciferasas de luciérnaga (Fluc) y de Renilla (Rluc). 
 
La FIG. 35 muestra la Vmáx (URL/s) y los valores de Km (µΜ) para diversas variantes de OgLuc en lisados 
bacterianos usando la nueva coelenterazina PBI-3939 como sustrato. 55 
 
La FIG. 36 muestra la Vmáx (URL/s) y los valores de Km (µΜ) para diversas variantes de OgLuc en lisados 
bacterianos usando la nueva coelenterazina PBI-3939 como sustrato. 
 
La FIG. 37 muestra la Vmáx (URL/s) y los valores de Km (µΜ) para 9B8 opt y 9B8 opt+K33N tanto en lisados 60 
bacterianos usando la nueva coelenterazina PBI-3939 como sustrato. 
 
La FIG. 38 muestra la estabilidad de la proteína a 50 ºC de diversas variantes de OgLuc en lisados bacterianos 
usando coelenterazina natural como sustrato como la luminiscencia en t = 0 y la semivida en min. 
 65 
Las FIG. 39A-B muestran la integridad estructural (determinada por la expresión, la estabilidad y la solubilidad, 
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como se muestra mediante el análisis de SDS-PAGE) en lisados bacterianos de diversas variantes de OgLuc a 
25 ºC (FIG. 39A) y 37 ºC (FIG. 39B) en comparación con Renilla (hRL) y luciferasa de luciérnaga (Luc2). 
 
Las FIG. 40A-B muestran la estabilidad de la proteína a 60 ºC en lisados bacterianos de 9B8 opt y 9B8 opt+K33N 
usando la nueva coelenterazina PBI-3939 como sustrato como el logaritmo natural (In) de la luminiscencia (en 5 
URL) frente al tiempo (FIG. 40A) y como la semivida en horas (FIG. 40B). 
 
La FIG. 41 muestra el porcentaje de actividad de las variantes de OgLuc 9B8 y L27V a 60 ºC. 
 
Las FIG. 42A-B muestran la estabilidad proteica de la variante de OgLuc L27V a diversos pH (FIG. 42A) y las 10 
concentraciones de sal (FIG. 42B). 
 
Las FIG. 43A-B muestra el análisis cromatográfico de filtración en gel de C1+A4E purificada (FIG. 43A) y 9B8 
(FIG. 43B). 
 15 
La FIG. 44 muestra el análisis cromatográfico de filtración en gel que demuestra que la variante de OgLuc L27V 
existe en una forma monomérica.  
 
Las FIG. 45A-B muestran los niveles de expresión de proteínas de diversas proteínas de fusión de variante de 
OgLuc-HALOTAG® (HT7) en muestras de lisado bacteriano sin diluir y diluidas 1:1 analizadas por SDS-PAGE 20 
(FIG.45A) y los niveles de expresión de proteína normalizados (FIG. 45B). 
 
Las FIG. 46A-B muestran la expresión de proteínas (FIG. 46A) y la solubilidad de la variantes de OgLuc 9B8 opt, 
V2 y L27V (FIG. 46B). 
 25 
La FIG. 47 muestra la luminiscencia normalizada en URL generada por células HEK293 lisadas que expresan IV, 
9B8 y hRL ("Renilla") usando coelenterazina natural y la nueva coelenterazina PBI-3939 como sustratos. 
 
La FIG. 48 muestra la luminiscencia normalizada en URL generada por células HEK293 lisadas que expresan 
pF4Ag-Ogluc-9B8-HT7, pF4Ag-Luc2-HT7 y pF4Ag-Renilla-HT7 usando PBI-3939, luciferina (reactivo de ensayo 30 
BRIGHT-GLO™) y coelenterazina natural, respectivamente, como sustrato. 
 
La FIG. 49 muestra la luminiscencia generada por células HEK293 lisadas que expresan 30 o 100 ng de ADN de 
plásmido que codifica bien 9B8 opt o 9B8 opt+K33N ("K33N") usando la nueva coelenterazina PBI-3939 como 
sustrato. 35 
 
Las FIG. 50A-E muestran la luminiscencia de la variante de OgLuc L27V en comparación con la luciferasa de 
luciérnaga (Luc2) en células HEK293 (FIG. 50A) y células HeLa (no de fusión) (FIG. 50B), la luminiscencia de la 
fusión HALOTAG® en comparación con la variante de OgLuc L27V (FIG. 50C) y luciferasa de luciérnaga (Luc2) 
(FIG. 50D) y la expresión de proteínas de HALOTAG®-OgLuc L27V en comparación con HALOTAG®-luciferasa 40 
de luciérnaga (Luc2) en células HEK293 ("HEK") y células HeLa ("HeLa"). 
 
La FIG. 51 muestra el análisis de la inhibición de las variantes de OgLuc 9B8 y L27V contra una biblioteca de 
LOPAC para determinar su susceptibilidad a las interacciones fuera de diana. 
 45 
Las FIG. 52A-E muestran el análisis de la inhibición de las variantes de OgLuc 9B8 y L27V por la suramina y Tyr 
ag 835 (FIG. 52A-C) y las estructuras químicas de la suramina (FIG. 52D) y Tyr ag 835 (FIG. 52E). 
 
La FIG. 53 muestra la actividad de las variantes de OgLuc 9B8 y L27V que se analizó en presencia de BSA para 
determinar la resistencia a las interacciones de proteínas no específicas. 50 
 
La FIG. 54 muestra el porcentaje de actividad de las variantes de OgLuc 9B8 y L27V para determinar la 
reactividad al plástico.  
 
La FIG. 55 muestra la luminiscencia generada por células HEK293 que expresan el indicador de la transcripción 55 
de cAMP de IV en comparación con hRL ("Renilla") usando la coelenterazina-h conocida como sustrato con 
tratamiento de forskolina ("inducido") o sin tratamiento de forskolina ("basal"), y las veces de inducción 
(respuesta) debidas al tratamiento con forskolina ("veces"). 
 
La FIG. 56 muestra la luminiscencia normalizada generada por células HEK293 lisadas que expresan el 60 
indicador de la transcripción de cAMP de 9B8, 9B8 opt, hRL ("Renilla") o luciferasa de luciérnaga ("Luc2"), 
usando PBL-3939 (para 9B8 y 9B8 opt), coelenterazina natural (por hRL) o luciferina (reactivo de ensayo 
BRIGHT-GLO™; para Luc2) como un sustrato con ("+FSK") o sin ("-FSK") tratamiento de forskolina, y las veces 
de inducción (respuesta) debidas al tratamiento con forskolina ("VECES" ). 
 65 
La FIG. 57 muestra la luminiscencia generada por células HEK293 lisadas que expresan los indicadores de la 
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transcripción de cAMP de 9B8 opt y 9B8 opt+K33N ("K33N") usando la nueva coelenterazina PBL-3939 como 
sustrato con ("inducido") o sin ("basal") tratamiento de forskolina, y las veces de inducción debidas al tratamiento 
con forskolina ("veces de inducción"). 
 
Las FIG. 58A-C muestran la luminiscencia de las construcciones de indicadores líticos de las variantes de OgLuc 5 
9B8 y L27V para múltiples vías en múltiples tipos de células. 
 
Las FIG. 59A-C muestran la luminiscencia de las construcciones de indicadores líticos de la variante de OgLuc 
L27V en diversas líneas celulares y con varios elementos de respuesta. 
 10 
Las FIG. 60A-B muestran la luminiscencia del indicador secretable de la variante de OgLuc L27V en 
comparación con la luciferasa de Metridia longa con un promotor CMV (FIG. 60A) o un elemento de respuesta de 
NFkB (FIG. 60B). 
 
Las FIG. 61A-F muestran la luminiscencia absoluta (FIG. 61A y 61B), la luminiscencia normalizada (FIG. 61C y 15 
61D) y las veces de respuesta (FIG. 61E y 61F) de las versiones optimizadas de L27V (L27V01, L27V02 y 
L27V03) en comparación con L27V (L27V00) expresadas en células HeLa. 
 
Las FIG. 62A-B muestran la luminiscencia del indicador de la variante de OgLuc secretada L27V02 (que contiene 
la señal de secreción de IL-6) (FIG. 62A) y los indicadores de L27V02 ("L27V(02)"), L27V02P ("L27V(02)P(01)") y 20 
luc2 ("Fluc") (FIG. 62A) expresados en células HepG2 tratadas con diversas dosis de rhTNFα ("TNFα"). 
 
La FIG. 63 muestra la luminiscencia generada a partir de medios y muestras de lisado de células HEK293 que 
expresan la variante de codones optimizados IV opt con o sin la secuencia señal de secreción usando la nueva 
PBI-3939 como sustrato en comparación con hRL ("Renilla") con o sin la secuencia de la señal de secreción 25 
usando coelenterazina natural como sustrato. 
 
Las FIG. 64A-D muestran la luminiscencia de los indicadores de las variantes de OgLuc secretadas de 9B8, V2 y 
L27V expresados en células CHO (FIG. 64A y 64B) y HeLa (FIG. 64C y 64D). 
 30 
Las FIG. 65A-B muestran una comparación de la luminiscencia de las variantes de OgLuc secretadas 9B8 y V2 
usando PBI-3939 como sustrato con la de la luciferasa secretada de Metridia longa usando Ready-to-Glow™ 
como sustrato numéricamente (FIG. 65A) y gráficamente (FIG. 65B). 
 
Las FIG. 66A-B muestran las veces de aumento de la luminiscencia frente al fondo generado por células HEK293 35 
que expresan hRL ("Ren") y 9B8 opt usando los derivados de coelenterazina ENDUREN™ (FIG. 66A) y 
VIVIREN™ (FIG. 66B) y la nueva coelenterazina PBI-3939 (FIG. 66B) como sustratos. 
 
Las FIG. 67A-D muestran imágenes confocales de células U2OS que expresan transitoriamente la fusión L27V-
HALOTAG® (FIG. 67A) o la fusión IL-6-L27V (FIG. 67B-D). Barras de escala = 20 µm. 40 
 
La FIG. 68 muestra la luminiscencia generada por células bacterianas lisadas que expresan diversas variantes 
de OgLuc y hRL ("Renilla") en presencia ("Sand") o ausencia de fondo sándwich ("pF4Ag") usando 
coelenterazina natural como sustrato. 
 45 
La FIG. 69 muestra las veces de reducción de la actividad de diversas variantes de OgLuc y hRL ("Renilla") 
debido a la presencia del fondo de sándwich usando coelenterazina natural como sustrato. 
 
La FIG. 70 muestra las veces de reducción de la actividad de 9B8 opt y 9B8 opt+K33N en lisados bacterianos 
debido a la presencia del fondo de sándwich usando la nueva coelenterazina PBI-3939 como sustrato. 50 
 
La FIG. 71 muestra el perfil espectral de la variante de OgLuc L27V. 
 
La FIG. 72 muestra la luminiscencia de dos versiones permutadas circulares (CP) de la variante de OgLuc L27V, 
CP84 y CP95, bien sin enlazador o con un enlazador de 5, 10 o 20 aminoácidos. 55 
 
Las FIG. 73A-G muestran la luminiscencia de las diversas construcciones de L27V CP con proteasa TEV 
expresadas en extracto de germen de trigo (FIG. 73A-D), E. coli (FIG. 73F-G) y células HEK293 (FIG. 73H). Las 
FIG. 73A-D muestran la luminiscencia basal de las diversas construcciones de L27V CP con proteasa TEV antes 
de la adición de TEV. La FIG. 73E muestra la respuesta de las diversas construcciones de L27V CP con 60 
proteasa TEV de las FIG. 73A-D. 
 
La FIG. 74 muestra las veces de respuesta de diversos pares de L27V de complementación de proteínas. 
 
Las FIG. 75A-C muestran la luminiscencia de diversos pares de L27V de complementación de proteínas (PCA): 65 
se fusionó un fragmento de L27V de cada par bien con FKBP o FRB usando una configuración de un 1/4 (FIG. 
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75A) o una configuración de 2/3 (FIG. 75B) y la interacción de FKBP y FRB controlada en células HEK293. 
También se controló la luminiscencia de diversos controles negativos de complementación de proteínas (PCA) 
(FIG. 75C). 
 
Las FIG. 76A-H muestran la luminiscencia de diversos pares de L27V de complementación de proteínas (PCA): 5 
se fusionó un fragmento de L27V de cada par bien con FKBP o FRB usando una configuración de 2/3 (FIG. 76A 
y 76C) o una configuración de 1/4 (FIG. 76B y 76D), y la interacción de FKBP y FRB controlada en el extracto de 
germen de trigo (FIG. 76A y 76B) y lisado de reticulocitos de conejo (RRL) (FIG. 76C y 76D). También se 
controló la luminiscencia de diversos controles negativos de complementación de proteínas (PCA) (FIG. 76E) en 
el sistema libre de células. La configuración de 1/4 se usó en un sistema libre de células (FIG. 76F), células 10 
HEK293 (FIG. 76G) y en un sistema lítico (FIG. 76H). 
 
Las FIG. 77A-C muestran la luminiscencia de diversos pares L27V de complementación de proteínas tratados 
con FK506 y rapamicina (FIG. 77A) y la estructura química de FK506 (FIG. 77A) y la rapamicina (FIG. 77B). 
 15 
La FIG. 78 muestra la actividad del biosensor de cAMP de la variante de OgLuc 9B8 con el tratamiento de 
forskolina. 
 
Las FIG. 79A-D muestran la luminiscencia de variantes L27V permutadas circularmente (FIG. 79A y 79C) y de 
división lineal (FIG. 79B y 79D) en lisado de reticulocitos de conejo (FIG. 79A-B) y células HEK293 (FIG. 79C-D). 20 
 
Las FIG. 80A-B muestran la distribución subcelular de la variante de OgLuc L27V (FIG. 80A) y el vector de 
control pGEM3ZF (FIG. 80B) en células U2OS para diversos tiempos de exposición. 
 
Las FIG. 81A-C muestran la ubicación subcelular de la variante de OgLuc L27V fusionada bien al factor de 25 
transcripción Nrf2 (FIG. 81B) o GPCR (FIG. 81C) en comparación con un control de L27V no fusionado (FIG. 
81A).  
 
Las FIG. 82A-C muestran el uso de la variante de OgLuc 9B8 opt para controlar las rutas de señalización 
intracelular usando PBI-4377 (FIG. 82A). La luciferasa 9B8 opt se fusionó bien a IKB (FIG. 82B) u ODD (dominio 30 
de degradación dependiente del oxígeno Hif-1α) (FIG. 82C), y se controlaron mediante luminiscencia las veces 
de respuesta a un estímulo (TNFα de IkB y fenantrolina para ODD). 
 
Las FIG. 83A-C muestran el control de las vías de señales del estrés oxidativo usando la variante de OgLuc (FIG. 
83A), L27V02 (FIG. 83B) o luciferasa de Renilla (Rluc) (FIG. 83C). 35 
 
Las FIG. 84A-B muestran la comparación del sensor Nrf2-L27V02 (FIG. 84A) e indicador de Nrf2(ARE)-Luc2P 
(FIG. 84B). 
 
Las FIG. 85A-B muestran los espectros de emisión de IV-HT7 con y sin ligando, usando TMR 1 µΜ (FIG. 85A) o 40 
Rodamina 110 10 µΜ (FIG. 85B) como un ligando para HT7 y coelenterazina-h como sustrato para IV. 
 
La FIG. 86 muestra la luminiscencia generada por células bacterianas lisadas que expresan 9B8 opt mezclada 
con caspasa-3 (“+caspasa”) o sin caspasa 3 (“sin caspasa”) usando un sustrato de pro-coelenterazina. 
 45 
Las FIG. 87A-C muestran la luminiscencia generada por variantes de L27V permutadas circularmente, de 
división lineal, CP84 y CP103, USANDO PBI-3939 como sustrato con (FIG. 87B) o sin (no mostrado) tratamiento 
de rapamicina, y la respuesta (FIG. 87C) debida al tratamiento de rapamicina. El concepto de las variantes 
permutadas circularmente, de división lineal se muestra en la FIG. 87A. 
 50 
La FIG. 88 muestra el porcentaje de actividad restante de la variante L27V tras la exposición a diversas 
cantidades de urea. 

 
La FIG. 89 muestra el efecto de la urea 3 M sobre la actividad de la variante L27V. 
 55 
Las FIG. 90A-B muestran las imágenes de bioluminiscencia de la translocación del receptor nuclear (NR) 
inducida por hormonas de las fusiones de OgLuc usando el sustrato PBI-3939. 

 
Las FIG. 91A-B muestran las imágenes de bioluminiscencia de la translocación de la proteína quinasa C alfa 
(PKC alfa) inducida por el éster de forbol de fusiones de OgLuc usando el sustrato PBI-3939. 60 
 
Las FIG. 92A-B muestran las imágenes de bioluminiscencia de la translocación de proteínas autofagosómicas de 
las fusiones de OgLuc usando el sustrato PBI-3939. 
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Descripción detallada 
 
En los métodos descritos en el presente documento, las etapas de proceso se llevan a cabo a temperatura ambiente 
(aproximadamente 22 ºC) y a presión atmosférica, a menos que se especifique lo contrario. Además, se entiende 
específicamente que cualquier intervalo numérico citado en el presente documento incluye todos los valores desde 5 
el valor más bajo hasta el valor más alto. Por ejemplo, si se cita un intervalo de concentraciones o un intervalo de 
efectos beneficiosos como del 1 % al 50 %, se pretende que valores tales como del 2 % al 40 %, del 10 % al 30 % o 
del 1 % al 3 % etc. se enumeren expresamente en la presente memoria descriptiva. De igual manera, si se da un 
intervalo de identidades de secuencia como de entre, por ejemplo, 60 % a < 100 %, se pretende que los valores 
intermedios tales como 65 %, 75 %, 85 %, 90 %, 95 %, etc. estén enumerados expresamente en la presente 10 
memoria descriptiva. Estos solo son ejemplos de lo que se pretende en concreto, estando todos los posibles valores 
numéricos desde el valor más bajo hasta el valor más alto considerados como expresamente expuestos en la 
solicitud. 
 
A menos que se especifique expresamente lo contrario, la expresión “que comprende” se usa en el contexto de la 15 
presente divulgación para indicar que, opcionalmente, puede haber miembros adicionales presentes además de los 
miembros de la lista introducida por “que comprende”. Sin embargo, se contempla que, en la presente divulgación, la 
expresión “que comprende” puede englobar la posibilidad de que no haya más miembros adicionales presentes, es 
decir, “que comprende” se puede entender como que tiene el significado de “que consiste en”. 
 20 
Salvo que se indique expresamente lo contrario, todas las indicaciones de cantidades relativas de la presente 
divulgación se realizan en peso/peso. Las indicaciones de cantidades relativas de un componente que se caracteriza 
por un término genérico pretenden referirse a la cantidad total de todas las variantes o los miembros específicos 
cubiertos por dicho término genérico. Si un determinado componente definido por un término genérico se especifica 
como presente en una cierta cantidad relativa y si este componente se caracteriza además por ser una variante o un 25 
miembro específico cubierto por el término genérico, se entiende que ninguna otra variante ni miembro cubiertos con 
el término genérico está, además, presente, de modo que la cantidad relativa total de los componentes cubiertos por 
el término genérico es superior a la cantidad relativa especificada. Más preferentemente, no hay otras variantes ni 
miembros cubiertos por el término genérico presentes en absoluto. 
 30 
Visión de conjunto 
 
La presente divulgación se refiere a nuevos compuestos, nuevas luciferasas y combinaciones de los mismos. En el 
presente documento, se desvelan métodos, composiciones y kits que incluyen los nuevos compuestos, nuevas 
luciferasas y/o combinaciones de los mismos. 35 
 
Los nuevos compuestos son coelenterazinas nuevas, que pueden ser usadas como sustratos por las proteínas que 
utilizan las coelenterazinas para producir luminiscencia, incluyendo, pero sin limitación, las luciferasas y las 
fotoproteínas que se encuentran en diversos organismos marinos tales como cnidarios (por ejemplo, luciferasa de 
Renilla), medusa (por ejemplo, aequorina de la medusa Aequorea) y luciferasas de decápodos (por ejemplo, 40 
complejo de luciferasa de Oplophorus gracilirostris). Las nuevas coelenterazinas descritas en el presente documento 
pueden tener al menos una de entre una estabilidad física potenciada (por ejemplo, una estabilidad potenciada de la 
coelenterazina), una menor autoluminiscencia y una mayor biocompatibilidad con células (por ejemplo, ser menos 
tóxicas para las células, incluyendo tipos de células heterólogas) con respecto a la coelenterazina natural. 
 45 
Las nuevas luciferasas desveladas en el presente documento incluyen variantes de la subunidad activa de una 
luciferasa de decápodos. Las nuevas luciferasas pueden utilizar diversas coelenterazinas como sustratos, 
incluyendo, pero sin limitación, coelenterazinas naturales y conocidas, así como las nuevas coelenterazinas 
desveladas en el presente documento. Las nueva luciferasas muestran al menos una de entre: luminiscencia 
potenciada (incluyendo mayor brillo, mayor estabilidad de la señal y/o duración de la señal); mayor estabilidad 50 
enzimática (es decir, actividad enzimática potenciada incluyendo una resistencia potenciada a la temperatura 
elevada, cambios en el pH, inhibidores, desnaturalizantes y/o detergentes); alteración de la especificidad de sustrato 
(es decir, cambio en la especificidad de sustrato relativa); y una biocompatibilidad potenciada (incluyendo al menos 
uno de entre una mejor expresión en las células, menor toxicidad y/o estrés celular). En el presente documento, se 
describen nuevas luciferasas que pueden estar presentes en solución como, monómeros activos solubles, 55 
químicamente ligados a otras moléculas (por ejemplo, proteínas de fusión), o unidos a una superficie sólida (por 
ejemplo, partículas, capilares, o tubos de ensayo o placas). 
 
Ciertas combinaciones de las nuevas coelenterazinas y las nuevas luciferasas proporcionan ventajas técnicas 
significativas para los ensayos bioluminiscentes incluyendo una luminiscencia potenciada, pudiendo deberse la 60 
luminiscencia potenciada a uno o más factores incluyendo estabilidad potenciada de la señal y estabilidad 
potenciada de la coelenterazina. Además, muchas de las nuevas coelenterazinas se diseñaron para que fueran más 
pequeñas que las coelenterazinas disponibles en el mercado y/o conocidas. En algunos casos, las nuevas 
luciferasas de la presente divulgación utilizan preferentemente las nuevas coelenterazinas de menor tamaño frente a 
las coelenterazinas de mayor tamaño disponibles en el mercado y/o conocidas. 65 
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En el presente documento, se desvelan combinaciones de: las nuevas variantes de luciferasa con las nuevas 
coelenterazinas; las nuevas variantes de luciferasa con coelenterazinas conocidas o naturales; y las nuevas 
coelenterazinas con cualquier proteína conocida o natural (por ejemplo, luciferasas o fotoproteínas) que usa la 
coelenterazina como sustrato. 
 5 
El término “coelenterazina” se refiere a coelenterazina de origen natural ("natural"), así como análogos de las 
mismas, incluyendo coelenterazina-n, coelenterazina-f, coelenterazina-h, coelenterazina-hcp, coelenterazina-cp, 
coelenterazina-c, coelenterazina-e, coelenterazina-fcp, bis-desoxicoelenterazina ("coelenterazina-hh"), 
coelenterazina-i, coelenterazina-icp, coelenterazina-v y 2-metil-coelenterazina, además de las desveladas en el 
documento WO 2003/040100 y la solicitud de EE.UU. n.º de serie 12/056.073 (párrafo [0086]). El término 10 
“coelenterazina” también se refiere a las nuevas coelenterazinas desveladas en el presente documento (véase más 
adelante). La expresión "coelenterazina conocida" se refiere a un análogo de coelenterazina conocido antes de la 
presente divulgación. 
 
El término "OgLuc" se refiere a una proteína luciferasa de decápodo, o una variante de dicha proteína, que genera 15 
luz en presencia de una coelenterazina. La proteína OgLuc puede, en su forma de origen natural, ser un monómero 
o puede ser una subunidad de un complejo de proteínas. La OgLuc usada en los ejemplos desvelados en el 
presente documento es la subunidad de 19 kDa del complejo de luciferasa de Oplophorus gracilirostris, aunque 
también se podrían emplear polipéptidos comparables de otras especies de decápodos (incluyendo otras especies 
de Oplophorus), y están incluidos dentro de la divulgación (véase R. D. Dennell, “Observations on the luminescence 20 
of bathypelagic Crustacea decapoda of the Bermuda area”, Zool. J Linn. Soc., Lond. 42 (1955), pág. 393-406; véase 
también Poupin et al. Sept 1999. “Inventaire documente des especies et bilan des formes les plus communes de la 
mer d'Iroise”. Rapport Scientifzque du Laboratoire d'Oceanographie de l'Ecole Navale (LOEN), Brest (83pgs), 
incluyendo los ejemplos, sin limitación, luciferasas de la familia Aristeidae, incluyendo Plesiopenaeus coruscans; la 
familia Pandalidea, incluyendo Heterocarpus y Parapandalus richardi, la familia Solenoceridae, incluyendo 25 
Hymenopenaeus debilis y Mesopenaeus tropicalis; la familia Luciferidae, incluyendo Lucifer typus; la familia 
Sergestidae, incluyendo Sergestes atlanticus, Sergestes arcticus, Sergestes armatus, Sergestes pediformis, 
Sergestes cornutus, Sergestes edwardsi, Sergestes henseni, Sergestes pectinatus, Sergestes sargassi, Sergestes 
similis, Sergestes vigilax, Sergia challengeri, Sergia grandis, Sergia lucens, Sergia prehensilis, Sergia potens, Sergia 
robusta, Sergia scintillans, y Sergia splendens; la familia Pasiphaeidae, incluyendo Glyphus marsupialis, Leptochela 30 
bermudensis, Parapasiphae sulcatifrons y Pasiphea tarda; la familia Oplophoridae, incluyendo Acanthephyra 
acanthitelsonis, Acanthephyra acutifrons, Acanthephyra brevirostris, Acanthephyra cucullata, Acanthephyra 
curtirostris, Acanthephyra eximia, Acanthephyra gracilipes, Acanthephyra kingsleyi, Acanthephyra media, 
Acanthephyra microphthalma, Acanthephyra pelagica, Acanthephyra prionota, Acanthephyra purpurea, 
Acanthephyra sanguinea, Acanthephyra sibogae, Acanthephyra stylorostratis, Ephyrina bifida, Ephyrina figueirai, 35 
Ephyrina koskynii, Ephyrina ombango, Hymenodora glacialis, Hymenodora gracilis, Meningodora miccyla, 
Meningodora mollis, Meningodora vesca, Notostomus gibbosus, Notostomus auriculatus, Oplophorus gracilirostris, 
Oplophorus grintaldii, Oplophorus novaezealandiae, Oplophorus spinicauda, Oplophorus foliaceus, Oplophorus 
spinosus, Oplophorus typus, Systellaspis braueri, Systellaspis cristata, Sostellaspis debilis y Sostellaspis pellucida; y 
la familia Thalassocaridae, incluyendo Chlorotocoides spinicauda, Thalassocaris crinita y Thalassocaris lucida. 40 
 
La secuencia polipeptídica de la subunidad de 19 kDa madura (es decir, sin secuencia señal) de la forma natural de 
la luciferasa de Oplophorus gracilirostris (es decir, 169 aminoácidos, restos 28 a 196 de BAB 13776) se da en SEQ 
ID NO: 1. Se pueden insertar un resto de metionina y un resto de valina al principio de la secuencia de OgLuc 
sintética (por ejemplo, como se indica en la secuencia del polipéptido C1+A4E, SEQ ID NO: 3) para facilitar la 45 
clonación y la expresión en sistemas heterólogos. No obstante, por uniformidad, los números de posición de las 
diversas sustituciones de aminoácidos a las que se hace referencia en el presente documento, se especifican "en 
relación con" SEQ ID NO: 1, es decir, la secuencia polipeptídica de la subunidad de 19 kDa natural, madura (sin 
secuencia señal) del complejo de proteína luciferasa de Oplophorus gracilirostris. 
 50 
En concreto, una proteína es una luciferasa de decápodos si, tras la alineación de su secuencia de aminoácidos con 
SEQ ID NO: 1, la identidad de secuencia es > 30 %, preferentemente > 40 % y lo más preferentemente > 50 %, y la 
proteína puede utilizar la coelenterazina como sustrato para catalizar la emisión de luminiscencia, comenzando la 
secuencia de aminoácidos en la posición correspondiente a la posición 8 de SEC ID NO: 1 es: 

 55 
con no más de 5 diferencias, o más preferentemente no más de 4, 3, 2 o 1 diferencia, o lo más preferentemente, sin 
diferencias, produciéndose las diferencias en las posiciones correspondientes a la posición del patrón 1, 2, 3, 5, 8, 
10, 12, 14, 15, 17 o 18 de la Fórmula (VII) de acuerdo con la Tabla 4. Las diferencias también pueden incluir huecos 
o inserciones entre las posiciones del patrón de la Tabla 4. 
 60 
El término "variante" se refiere a una versión modificada de una secuencia polipeptídica o polinucleotídica de partida. 
El término "parental" es un término relativo que se refiere a una secuencia de partida, que se modifica después. La 
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secuencia parental, en general, se usa como una referencia para la proteína codificada por la secuencia modificada 
resultante, por ejemplo, para comparar los niveles de actividad u otras propiedades de las proteínas codificadas por 
las secuencias parental y modificada. La secuencia de partida puede ser una secuencia de origen natural (es decir, 
natural o de tipo silvestre). La secuencia de partida también puede ser una secuencia de variante que luego se 
modifica adicionalmente. Una secuencia polipeptídica está "modificada" cuando uno o más aminoácidos (que 5 
pueden ser de origen natural o sintético) están sustituidos, eliminados y/o añadidos al principio, en la mitad y/o al 
final de la secuencia. Una secuencia polinucleotídica está "modificada" cuando uno o más nucleótidos están 
sustituidos, eliminados y/o añadidos al principio, en la mitad y/o al final de la secuencia, pero que pueden o no 
alterar el aminoácido codificado por la secuencia. Las modificaciones pueden producir una variante que sea un 
fragmento funcional de una determinada OgLuc o variante de OgLuc. Un fragmento funcional es un fragmento que 10 
es menor que una secuencia parental de longitud completa que tiene la misma actividad funcional que la secuencia 
parental de longitud completa. La actividad funcional es la capacidad de mostrar luminiscencia. Las modificaciones 
pueden producir una variante que sea una secuencia permutada de la secuencia parental, tal como una secuencia 
permutada circularmente y secuencias permutadas que comprenden eliminaciones e/o inserciones. 
 15 
Varias de las variantes de OgLuc desveladas en el presente documento han recibido nombres abreviados para 
facilitar la descripción. El término "CI+A4E" (también conocida como "CIA4E") se refiere a una variante particular de 
OgLuc con las sustituciones de aminoácidos A4E, QIIR, A33K, V44I, A54F, P115E, Q124K, Y138I y N166R relativos 
a la SEQ ID NO: 1 (SEQ ID NO: 2 y 3) (donde el formato "xn.ºy" indica un aminoácido parental “x” en una posición 
"n.º" que se cambia al aminoácido de la variante “y”). Las variantes de la variante de OgLuc C1+A4E que se 20 
presentan en el presente documento contienen al menos las sustituciones de aminoácidos que se encuentran en 
CI+A4E, a menos que se indique lo contrario. El término "IVY" se refiere a una variante de la variante de OgLuc 
C1+A4E que tiene sustituciones de aminoácidos adicionales F54I, I90V y F77Y con respecto a SEC ID NO: 1 (SEQ 
ID NO: 8 y 9). El término "IV" se refiere a otra variante de la variante de OgLuc C1+A4E, que tiene sustituciones de 
aminoácidos adicionales F54I e I90V con respecto a SEQ ID NO: 1 (SEQ ID NOS: 14 y 15). El término "QC27" se 25 
refiere a otra variante más de la variante de OgLuc C1+A4E, que tiene las sustituciones de aminoácidos adicionales 
Q18L, F54I, L92H y Y109F con respecto a SEC ID NO: 1 (SEQ ID NO: 4 y 5). El término "QC27-9a" se refiere a una 
variante de la variante de OgLuc QC27 con las sustituciones de aminoácidos adicionales V21L, F68Y, L72Q, M75K, 
H92R y V158F en comparación con SEC ID NO: 1 (SEQ ID NO: 6 y 7). El término "9B8" se refiere a una variante de 
la variante de OgLuc IV con las sustituciones de aminoácidos adicionales Q18L, F68Y, L72Q y M75K en 30 
comparación con SEC ID NO: 1 (SEQ ID NO: 18 y 19). El término "9B8 opt" se refiere a la versión de codón 
optimizado de la variante 9B8 (SEQ ID NO: 24). El término "9B8 opt+K33N" se refiere a una variante de la variante 
9B8 opt con la sustitución de aminoácido adicional K33N en comparación con SEC ID NO: 1 (SEQ ID NO: 42 y 43). 
El término "9B8 opt+K33N+170G" se refiere a una variante de la variante "9B8 opt+K33N" con una glicina adicional 
añadida al extremo C-terminal de la variante, es decir, 170G en comparación con SEC ID NO: 1 (SEQ ID NO: 68 y 35 
69). Los términos "L27V+T39T+K43R+Y68D" y "L27V" se refieren a una variante de la variante "9B8 opt+K33N" con 
las sustituciones de aminoácidos adicionales L27V, T39T, K43R y Y68D con respecto a SEQ ID NO: 1 (SEQ ID NO: 
88 y 89). Los términos "T39T+K43R+Y68D" y "V2" se refieren a una variante de la variante "9B8 opt+K33N" con las 
sustituciones de aminoácidos adicionales T39T, K434 y Y68D en comparación con SEQ ID NO: 1 (SEQ ID NO: 92 y 
93). 40 
 
En general, "potenciado/a" significa que la propiedad en particular (por ejemplo, luminiscencia, estabilidad de la 
señal, biocompatibilidad, estabilidad de la proteína (por ejemplo, la estabilidad de la enzima), o la expresión de 
proteínas) es mayor en relación con la de la luciferasa de referencia más la combinación de coelenterazina o 
luciferasa en consideración, siendo el aumento del al menos 1 %, al menos 5 %, al menos 10 %, al menos 20 %, al 45 
menos 25 %, al menos 50 %, al menos 75 %, al menos 90 %, al menos 100 %, al menos 200 %, al menos 500 % o 
al menos 1000 % mayor que la luciferasa de referencia más la combinación de coelenterazina o luciferasa en 
consideración. 
 
El término "luminiscencia" se refiere a la producción de luz de la variante de OgLuc en condiciones apropiadas, por 50 
ejemplo, en presencia de un sustrato adecuado tal como una coelenterazina. La producción de luz se puede medir 
como una medida instantánea o casi instantánea de la producción de luz (que a veces se denomina luminiscencia "T 
= 0" o "ultrarrápida") al inicio de la reacción de luminiscencia, que se puede iniciar tras la adición del sustrato de 
coelenterazina. La reacción de luminiscencia se puede llevar a cabo en una solución. La reacción de luminiscencia 
también se puede llevar a cabo sobre un soporte sólido. La solución puede contener un lisado, por ejemplo, de las 55 
células en un sistema de expresión procariota o eucariota. La expresión se puede producir en un sistema libre de 
células, o la proteína luciferasa se puede secretar en un medio extracelular, de modo que, en este último caso, no 
sea necesario producir un lisado. La reacción se puede iniciar mediante la inyección de materiales apropiados, por 
ejemplo, coelenterazina, tampón, etc., en una cámara de reacción (por ejemplo, un pocillo de una placa de múltiples 
pocillos tal como una placa de 96 pocillos) que contenga la proteína luminiscente. La variante de OgLuc y/o la nueva 60 
coelenterazina se pueden introducir en un hospedador, realizándose las mediciones de luminiscencia en el 
hospedador o en una parte del mismo, que puede incluir un organismo completo o células, tejidos, explantes o 
extractos de los mismos. La cámara de reacción puede estar situada en un dispositivo de lectura que pueda medir la 
producción de luz, por ejemplo, usando un luminómetro o fotomultiplicador. La producción de luz o luminiscencia 
también se pueden medir a lo largo del tiempo, por ejemplo, en la misma cámara de reacción durante un período de 65 
segundos, minutos, horas, etc. La producción de luz o luminiscencia se pueden presentar como la media a lo largo 
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del tiempo, la semivida de descomposición de la señal, la suma de la señal durante un período de tiempo o la 
producción máxima. La luminiscencia puede medirse en unidades relativas de luz (URL). 
 
La "luminiscencia potenciada" de una variante de OgLuc se puede deber a una o más de las siguientes 
características: una mayor producción de luz (es decir, brillo), mayor especificidad de sustrato, estabilidad de la 5 
señal potenciada y/o duración de la señal potenciada. La estabilidad de la señal potenciada incluye un aumento en 
el tiempo durante el que la señal de una luciferasa sigue en luminiscencia, por ejemplo, medido por la semivida de 
descomposición de la señal en un curso de tiempo. La luminiscencia potenciada se puede determinar con respecto a 
la propiedad comparable de una luciferasa tal como OgLuc de tipo silvestre, una proteína variante de OgLuc, 
luciferasa de Renilla (por ejemplo, hRluc) o luciferasa de luciérnaga (por ejemplo, la luciferasa Luc2 de Photinus 10 
pyralis) combinada con un sustrato natural conocido o nuevo, como se muestra en los siguientes Ejemplos. Por 
ejemplo, la luminiscencia de una variante de OgLuc dada en combinación con un determinada coelenterazina 
(incluyendo coelenterazinas naturales, conocidas o nuevas) se puede comparar con las propiedades de una de las 
variantes de OgLuc C1+A4E, IV o IVY en combinación con cualquiera de entre una coelenterazina natural, conocida 
o nueva desvelada en el presente documento, usando uno o más de los ensayos desvelados en los Ejemplos 15 
siguientes. En particular, la luminiscencia potenciada se puede determinar mediante la medición de la señal de 
luminiscencia (URL) procedente de la incubación de lisados bacterianos que contienen variantes de OgLuc en 
cuestión con el sustrato, PBI-3939. Las mediciones se realizan en un reactivo que puede contener TERGITOL™ 
para proporcionar una cinética de tipo Glo, por ejemplo, en el que se ralentiza la inactivación de la enzima y se 
estabiliza la señal de luminiscencia, lo que se describe en otra parte de la solicitud. Algunas variantes de la 20 
luciferasa, por ejemplo, L27V, con ciertos compuestos, por ejemplo, PBI-3939, proporcionan una duración 
prolongada de la emisión luminiscente o cinética de tipo resplandor, en ausencia de TERGITOL™. La señal de 
luminiscencia se puede comparar con la de un punto de referencia, tal como la variante C1+A4E con coelenterazina 
o coelenterazina-h o luciferasa de Renilla con coelenterazina natural. 
 25 
"Estabilidad enzimática" se refiere a la estabilidad de la actividad enzimática (es decir, la tolerancia de la actividad 
enzimática a las condiciones de reacción). La estabilidad enzimática potenciada se refiere a la estabilidad 
potenciada de la actividad enzimática (es decir, la tolerancia potenciada a las condiciones de reacción). La 
estabilidad enzimática potenciada incluye una estabilidad térmica potenciada (por ejemplo, la estabilidad a 
temperaturas elevadas) y la estabilidad química (por ejemplo, la estabilidad en presencia de inhibidores o agentes 30 
desnaturalizantes tales como detergentes, incluyendo, por ejemplo, TRITON™ X-100). La estabilidad enzimática se 
puede usar como una medida de la estabilidad de la proteína, sobre todo en condiciones conocidas por ser 
perjudiciales para la estructura proteica, tales como las altas temperaturas o la presencia de desnaturalizantes 
químicos. En particular, estabilidad de la proteína potenciada se puede determinar usando el análisis térmico como 
se describe en otra parte de la solicitud (por ejemplo, en el Ejemplo 28). La señal de luminiscencia se puede 35 
comparar con el punto de referencia de la variante C1+A4E con coelenterazina o coelenterazina-h o luciferasa de 
Renilla con coelenterazina natural. 
 
"Biocompatibilidad" se refiere a la tolerancia de una célula (por ejemplo, procariota o eucariota) a una luciferasa y/o 
compuesto de coelenterazina. La biocompatibilidad de una luciferasa y/o compuesto de coelenterazina está 40 
relacionada con el estrés que provoca en la célula hospedadora. Por ejemplo, una luciferasa que no es tolerada por 
la célula (es decir, una que estrese a una célula) no se puede expresar eficazmente dentro de la célula, por ejemplo, 
la luciferasa se puede expresar dentro de la célula, pero muestra actividad reducida debido a la formación de 
cuerpos de inclusión por la proteína expresada. La biocompatibilidad de una luciferasa se relaciona con la capacidad 
de las células para tolerar la inserción del gen foráneo, es decir, un transgén que contiene el gen que codifica la 45 
luciferasa o el fragmento de la misma, con lo que las células con el transgén no presentan manifestaciones de 
estrés, incluyendo la inducción de las vías de respuesta al estrés, la reducción de la tasa de crecimiento y/o la 
reducción de la viabilidad (por ejemplo, menor número de células vivas, menor integridad de la membrana o 
mayores velocidades de apoptosis). Otras indicaciones de estrés celular pueden incluir cambios en la expresión 
génica, las vías de señalización y/o las vías de regulación. La biocompatibilidad potenciada de una variante de 50 
OgLuc se puede deber a factores tales como la expresión de proteínas potenciada y/o el menor estrés celular. La 
expresión potenciada de luminiscencia para un determinado polinucleótido, que codifica una variante de OgLuc se 
puede determinar en relación con los niveles de expresión de luminiscencia para un polinucleótido que codifica 
OgLuc de tipo silvestre o una proteína variante de OgLuc, incluyendo polinucleótidos de codones optimizados, en los 
que la actividad de luminiscencia se puede usar como un medio para controlar los niveles de expresión de proteínas. 55 
 
En particular, la biocompatibilidad potenciada de la variante de OgLuc, el nuevo compuesto de coelenterazina y/o 
una combinación de los mismos se puede determinar mediante la medición de la viabilidad celular y/o la tasa de 
crecimiento de las células. Por ejemplo, la biocompatibilidad potenciada de las variantes de OgLuc se puede 
determinar mediante la medición de la viabilidad celular y/o la tasa de crecimiento de las células que contienen las 60 
variantes de OgLuc en comparación con las células que contienen luciferasa de luciérnaga o de Renilla o sin 
luciferasa, en ausencia de cualquier compuesto de coelenterazina para determinar el grado de compatibilidad y/o 
toxicidad de la luciferasa en las células. La biocompatibilidad potenciada de los nuevos compuestos de 
coelenterazina se puede determinar mediante la medición de la viabilidad celular en ausencia de la expresión de 
luciferasa de las células expuestas al nuevo compuesto de coelenterazina en comparación con coelenterazinas 65 
naturales o conocidas para determinar el grado de compatibilidad y/o toxicidad del compuesto de coelenterazina en 

E11782732
05-04-2016ES 2 567 410 T3

 



17 

las células. La biocompatibilidad potenciada de una combinación de una variante de OgLuc con un nuevo 
compuesto de coelenterazina se puede determinar mediante la medición de la viabilidad celular y/o de la tasa de 
crecimiento de las células que contienen la variante de OgLuc y expuestas a la nueva coelenterazina y en 
comparación con las células que contienen la luciferasa de luciérnaga o de Renilla o sin luciferasa y expuestas a 
coelenterazinas naturales o conocidas. 5 
 
En particular, la biocompatibilidad potenciada se puede determinar usando el análisis de la viabilidad celular como 
se describe en otra parte de la solicitud (por ejemplo, usando un ensayo CellTiter-GLO® como se describe en el 
Ejemplo 18 o un ensayo de apoptosis, tal como aquel en el que se usa la tecnología CASPASE-GLO® de acuerdo 
con las instrucciones del fabricante) o uno conocido en la técnica. El efecto de una variante de OgLuc sobre la 10 
viabilidad celular o la apoptosis se puede comparar con el efecto de una luciferasa de referencia, tal como la variante 
C1+A4E, una luciferasa de luciérnaga o luciferasa de Renilla. El efecto del nuevo compuesto de coelenterazina 
sobre la viabilidad celular o la apoptosis se puede comparar con el efecto de los compuestos de coelenterazina 
naturales o conocidos sobre la viabilidad o la apoptosis celular. 
 15 
La biocompatibilidad potenciada también se puede determinar midiendo el efecto de la variante de OgLuc y/o el 
nuevo compuesto de coelenterazina sobre el crecimiento celular o la expresión génica. Por ejemplo, la 
biocompatibilidad potenciada de la variante de OgLuc se puede determinar midiendo el número de células después 
de un período de tiempo o mediante la determinación de la expresión de genes de respuesta al estrés en una 
muestra de células que contenga la variante de OgLuc en comparación con las células que contienen otro luciferasa 20 
o sin luciferasa. La biocompatibilidad potenciada del nuevo compuesto de coelenterazina se puede determinar 
midiendo el número de células después de un período de tiempo o mediante la determinación de la expresión de 
genes de respuesta al estrés en una muestra de células que estén expuestas al nuevo compuesto coelenterazina en 
comparación con las células expuestas a coelenterazinas naturales o conocidas, o sin coelenterazinas. El efecto de 
la variante de OgLuc sobre el crecimiento celular o la expresión génica se puede comparar con una luciferasa de 25 
referencia, tal como la variante C1+A4E, una luciferasa de luciérnaga o luciferasa de Renilla. El efecto de la nueva 
coelenterazina sobre el crecimiento celular o la expresión génica se puede comparar con coelenterazinas naturales 
o conocidas. 
 
La identificación de líneas celulares estables, sólidas, que expresen una variante de OgLuc de la presente 30 
divulgación, ya sea en el citoplasma o como una forma secretada, puede verse facilitada por la señal brillante de la 
luciferasa y el pequeño tamaño del gen OgLuc. Se espera que la secuencia de genes relativamente pequeña 
reduzca la probabilidad de inestabilidad genética resultante de la integración del ADN foráneo en el genoma de una 
célula. Como resultado del aumento de brillo de las variantes de OgLuc y/o de las nuevas coelenterazinas según lo 
desvelado en el presente documento, menos expresión de proteínas y, por tanto, menos ADN necesario para la 35 
transfección, puede producir un nivel dado de brillo en comparación con otras luciferasas conocidas tales como 
luciferasa OgLuc natural, de luciérnaga o de Renilla, lo que contribuye a una biocompatibilidad potenciada para las 
variantes de OgLuc y/o las nuevas coelenterazinas. La biocompatibilidad potenciada de las variantes de OgLuc se 
puede medir mediante la cantidad de ADN o de los reactivos, por ejemplo, productos químicos de transfección, 
necesaria en las transfecciones transitorias para generar células con el mismo nivel de luminiscencia que las células 40 
transfectadas con otras luciferasas, por ejemplo, luciferasa OgLuc natural, de luciérnaga o de Renilla. La cantidad de 
ADN de la variante de OgLuc o reactivos necesaria para la transfección es inferior a la cantidad necesaria para otra 
luciferasa, por ejemplo, OgLuc natural, luciferasa de luciérnaga o de Renilla, para generar células transfectadas con 
el mismo nivel de luminiscencia obtenido con la otra luciferasa. La biocompatibilidad potenciada de las variantes de 
OgLuc se puede medir por el tiempo de recuperación de las células tras la transfección. La cantidad de tiempo 45 
necesaria para la recuperación después de la transfección con la variante de OgLuc puede ser inferior al tiempo 
necesario para otra luciferasa, por ejemplo, luciferasa OgLuc natural, de luciérnaga o de Renilla. 
 
La "especificidad de sustrato relativa" se determina dividiendo la luminiscencia de una luciferasa en presencia de un 
sustrato de coelenterazina de ensayo entre la luminiscencia de la luciferasa en presencia de un sustrato de 50 
coelenterazina de referencia. Por ejemplo, la especificidad relativa se puede determinar dividiendo la luminiscencia 
de una luciferasa con una coelenterazina nueva descrita en el presente documento entre la luminiscencia de la 
luciferasa con una coelenterazina diferente (por ejemplo, coelenterazina natural o conocida, véase la FIG. 1 para 
consultar ejemplos, o una nueva coelenterazina diferente de la presente divulgación). El sustrato de coelenterazina 
de ensayo y el sustrato de coelenterazina de referencia que se comparan se consideran un par de sustratos de 55 
comparación para determinar la especificidad de sustrato relativa. 
 
Un "cambio en la especificidad de sustrato relativa" se determina dividiendo la especificidad de sustrato relativa de 
una luciferasa de ensayo usando un par de sustratos de comparación entre la especificidad de sustrato relativa de 
una luciferasa de referencia usando el mismo par de sustratos de comparación. Por ejemplo, un cambio en la 60 
especificidad relativa se puede determinar dividiendo la especificidad de sustrato relativa de una luciferasa de 
ensayo con una nueva coelenterazina desvelada en el presente documento en comparación con un coelenterazina 
diferente (por ejemplo, coelenterazina natural o conocida, o una nueva coelenterazina diferente de la presente 
divulgación), entre la especificidad de sustrato relativa de una luciferasa de referencia con la misma nueva 
coelenterazina de la presente divulgación en comparación con la misma coelenterazina diferente usada para la 65 
luciferasa de ensayo. 
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La luminiscencia con una nueva coelenterazina se puede comparar con la luminiscencia con una nueva 
coelenterazina diferente. La luminiscencia con una coelenterazina natural o conocida se puede comparar con la 
luminiscencia con otra coelenterazina natural o conocida. La luminiscencia con una coelenterazina natural o 
conocida se puede comparar con la luminiscencia con una nueva coelenterazina.  
 5 
Las nuevas coelenterazinas descritas en el presente documento incluyen propiedades tales como estabilidad física 
potenciada (por ejemplo, estabilidad de la coelenterazina potenciada) o menor autoluminiscencia. La estabilidad 
física de la coelenterazina se refiere al grado de estabilidad de la coelenterazina en ciertas condiciones de manera 
que mantenga la capacidad de luminiscencia cuando sea usado como un sustrato por una luciferasa. La 
luminiscencia que no depende de la actividad de una luciferasa o una fotoproteína se denomina autoluminiscencia. 10 
La autoluminiscencia es la luminiscencia de una sustancia producida por la energía que se libera en forma de luz 
durante la desintegración o descomposición. Por ejemplo, la autoluminiscencia puede ser causada por la oxidación 
espontánea del sustrato luminógeno de la coelenterazina. 
 
Como se usa en el presente documento, "pura" o "purificada" significa que una especie objeto es la especie 15 
predominante presente (es decir, en una base molar y/o másica, es más abundante que cualquier otra especie 
individual, además del agua, disolventes , tampones u otros componentes comunes de un sistema acuoso de la 
composición) y una fracción purificada puede ser una composición en la que la especie objeto comprende al menos 
aproximadamente el 50 % (en una base molar) de todas las especies macromoleculares presentes. En general, una 
composición "sustancialmente pura" comprenderá más del aproximadamente 80 % de todas las especies 20 
macromoleculares presentes en la composición, en algunas realizaciones, más del aproximadamente 85 %, más del 
aproximadamente 90 %, más del aproximadamente 95 % o más del aproximadamente 99 %. La especie objeto se 
puede purificar hasta la homogeneidad esencial (las especies contaminantes no pueden detectarse en la 
composición mediante métodos de detección convencionales) en la que la composición consiste esencialmente en 
una única especie macromolecular. 25 
 
Derivados de coelenterazina 
 
La presente divulgación proporciona nuevos derivados de coelenterazina que pueden ser de fórmula (Ia) o (lb): 

 30 
o 
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en las que R2 se selecciona del grupo que consiste en alquilo de cadena lineal; 

 
 
o alquilo C2-5 de cadena lineal; 
R6 se selecciona del grupo que consiste en -H, -OH, -NH2, -OC(O)R o -OCH2OC(O)R; 5 
R8 se selecciona del grupo que consiste en 

 
 
H o cicloalquilo inferior; 
en la que R3 y R4 son ambos H o ambos alquilo C1-2; 10 
W es -NH2, halo, -OH, -NHC(O)R, -CO2R; 
X es -S-, -O- o -NR22-; 
Y es -H, -OH, o -OR11; 
Z es -CH- o -N-; 
cada R11 es, de manera independiente, -C(O)R" o -CH2OC(O)R"; 15 
R22 es H, CH3 o CH2CH3; 
cada R es, de manera independiente, alquilo C1-7 de cadena lineal o alquilo C1-7 ramificado; 
R" es alquilo C1-7 de cadena lineal o alquilo C1-7 ramificado;  
los enlaces de trazos indican la presencia de un anillo opcional, que puede estar saturado o insaturado;  
con la condición de que cuando R2 sea 20 

 
o  

 
R8 no sea 

 25 
con la condición de que cuando R2 sea 
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R8 sea 

 
o cicloalquilo inferior; y con la condición de que cuando R6 esa NH2, R2 sea 

 5 
o alquilo C2-5; o R8 no sea 

 
 
El término "alquilo", como se usa en el presente documento, se refiere a un resto monovalente obtenido mediante la 
eliminación de un átomo de hidrógeno de un compuesto de hidrocarburo y que puede ser saturado, parcialmente 10 
insaturado o totalmente insaturado. El grupo alquilo puede ser una cadena lineal o ramificada. Un grupo alquilo 
puede estar opcionalmente sustituido con, por ejemplo, halo. Los ejemplos de grupos alquilo de cadena lineal 
incluyen, pero sin limitación, etilo, n-propilo, n-butilo y n-propilo, n-hexilo y n-heptilo. Los ejemplos de grupos alquilo 
insaturados que tienen uno o más dobles enlaces de carbono-carbono incluyen, pero sin limitación, etenilo (vinilo, 
-CH=CH2), 2-propenilo (alilo, -CH-CH=CH2) y butenilo. Los ejemplos de alquilo insaturado que tienen uno o más 15 
enlaces triples carbono-carbono incluyen, pero sin limitación, etinilo y 2-propinilo (propargilo). Los ejemplos de 
grupos alquilo ramificados incluyen isopropilo, iso-butilo, sec-butilo, t-butilo e iso-pentilo. 
 
El término "cicloalquilo inferior", como se usa en el presente documento, se refiere a un resto monovalente obtenido 
mediante la eliminación de un átomo de hidrógeno de un compuesto de hidrocarburo que tiene de 3 a 5 átomos de 20 
carbono. Los ejemplos de grupos cicloalquilo inferior saturados incluyen, pero sin limitación, grupos tales como 
ciclopropilo, ciclobutilo y ciclopentilo. Los ejemplos de grupos cicloalquilo inferior insaturados que tienen uno o más 
dobles enlaces de carbono-carbono incluyen, pero sin limitación, grupos tales como ciclopropenilo, ciclobutenilo y 
ciclopentenilo. 
 25 
El término "halo", como se usa en el presente documento, se refiere a un halógeno, tal como Cl, F, Br o I.  
 
R2 puede ser 

 
y X es O o S. 30 
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R2 también puede ser alquilo C2-5 de cadena lineal. R8 puede ser 

 
cicloalquilo inferior o H. R8 también puede ser bencilo. R" puede ser -C(CH3)3, -CH(CH3)2, -CH2C(CH3)3 o 
-CH2CH(CH3)2.  
 5 
La presente divulgación proporciona compuestos que pueden ser de Fórmula (IIa) o (IIb): 

 
o 

 
 10 
en las que X es O o S, R6 es H o OH, R11 es como se ha definido anteriormente, y los enlaces de trazos indican la 
presencia de un anillo opcional. 
 
La presente divulgación proporciona compuestos que pueden ser de Fórmula (IIIa) o (IIIb): 
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o 

 
en las que R12 es alquilo C2-5 de cadena lineal, furilo o tienilo, R6 es H o OH, R11 es como se ha definido 
anteriormente, y los enlaces de trazos indican la presencia de una anillo opcional. 5 
 
En el presente documento, se desvelan compuestos que pueden ser de Fórmula (IVa) o (IVb): 
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o 

 
en las que X es O o S, R6 es H o OH, R18 es H,  

 
 5 
o cicloalquilo inferior, R3, R4 y R11 son como se ha definido anteriormente, y los enlaces de trazos indican la 
presencia de un anillo opcional. 
 
En el presente documento, se describen compuestos que pueden ser de Fórmula (Va) o (Vb): 

 10 
o 
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en las que R8 es bencilo, R11 es como se ha definido anteriormente, y los enlaces de trazos indican la presencia de 
un anillo opcional. 
 
La presente divulgación proporciona nuevos derivados de coelenterazina que pueden ser de fórmula (VIa) o (VIb): 5 

 
o 

 
en las que R2 se selecciona del grupo que consiste en 

 10 
 
o alquilo C2-5 de cadena lineal; 
R6 se selecciona del grupo que consiste en -H, -OH, -NH2, -OC(O)R o -OCH2OC(O)R; 
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R8 se selecciona del grupo que consiste en 

 
H o cicloalquilo inferior; 
en la que R3 y R4 son ambos H o ambos alquilo C1-2; 
W es -NH2, halo, -OH, -NHC(O)R, -CO2R; 5 
X es -S-, -O- o -NH-; 
Y es -H, -OH o -OR11; 
Z es -CH- o -N-; 
cada R11 es, de manera independiente, -C(O)R" o -CH2OC(O)R"; 
cada R es, de manera independiente, alquilo C1-7 de cadena lineal o alquilo C1-7 ramificado; 10 
R" es alquilo C1-7 de cadena lineal o alquilo C1-7 ramificado; 
los enlaces de trazos indican la presencia de un anillo opcional, que puede estar saturado o insaturado; 
con la condición de que cuando R2 sea 

 
o 15 

 
R8 no sea 

 
con la condición de que cuando R2 sea 

 20 
R8 sea 

 
o cicloalquilo inferior; y 
con la condición de que cuando R6 sea NH2, R2 sea 

 25 
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o alquilo C2-5; o R8 no sea 

 
 
Los compuestos adecuados de acuerdo con la presente divulgación incluyen 

 5 

 

 
 
Isómeros, sales y formas protegidas 
 10 
Ciertos compuestos pueden existir en una o más determinadas formas geométricas, ópticas, enantioméricas, 
diastereoméricas, epiméricas, estereoisóméricas, tautoméricas, conformacionales o anoméricas, incluyendo, pero 
sin limitación, formas cis y trans; formas E y Z; formas c, t y r; formas endo y exo; formas R, S y meso; formas D y L; 
formas d y l; formas (+) y (-); formas ceto, enol y enolato; formas sin y anti; formas sinclinales y anticlinales; formas α 
y β; formas axiales y ecuatoriales; formas de barco, silla, onda, sobre y media silla; y combinaciones de las mismas, 15 
denominadas en lo sucesivo colectivamente "isómeros" (o "formas isoméricas"). 
 
Cabe señalar que, a excepción de lo tratado a continuación para las formas tautoméricas, se excluyen 
específicamente del término "isómeros", como se usa en el presente documento, los isómeros estructurales (o 
constitucionales) (es decir, isómeros que difieren en las conexiones entre los átomos en lugar de simplemente en la 20 
posición de los átomos en el espacio). Por ejemplo, una referencia a un grupo metoxi, -OCH3, no se debe interpretar 

E11782732
05-04-2016ES 2 567 410 T3

 



27 

como una referencia a su isómero estructural, un grupo hidroximetilo, -CH2OH. Del mismo modo, una referencia a 
orto-clorofenilo no se debe interpretar como una referencia a su isómero estructural, meta-clorofenilo. Sin embargo, 
una referencia a una clase de estructuras bien puede incluir formas estructuralmente isoméricas incluidas en esa 
clase (por ejemplo, alquilo C1-7 incluye n-propilo e iso-propilo; butilo incluye n-, iso-, sec- y terc-butilo; metoxifenilo 
incluye orto-, meta- y para-metoxifenilo). 5 
 
Cabe señalar que incluidos específicamente en el término "isómero" están los compuestos con una o más 
sustituciones isotópicas. Por ejemplo, H puede estar en cualquier forma isotópica, incluyendo 1H, 2H (D) y 3H (T); C 
puede estar en cualquier forma isotópica, incluyendo 12C, 13C y 14C; O puede estar en cualquier forma isotópica, 
incluyendo 16O y 18O; y similares. 10 
 
A menos que se especifique lo contrario, una referencia a un determinado compuesto incluye la totalidad de dichas 
formas isoméricas, incluyendo mezclas (total o parcialmente) racémicas y otras mezclas de los mismos. Los 
métodos de preparación (por ejemplo, síntesis asimétrica) y separación (por ejemplo, cristalización fraccionada y 
medios cromatográficos) de dichas formas isoméricas bien son conocidos en la técnica o se obtienen fácilmente 15 
adaptando los métodos enseñados en el presente documento, o métodos conocidos, de una manera conocida. 
 
A menos que se especifique lo contrario, una referencia a un determinado compuesto también incluye la forma 
iónica, salina, de solvato y protegida de los mismos, por ejemplo, como se describe a continuación. Puede ser 
conveniente o deseable preparar, purificar y/o manipular una sal correspondiente del compuesto activo, por ejemplo, 20 
una sal farmacéuticamente aceptable. Los ejemplos de sales farmacéuticamente aceptables se tratan en Berge et 
al., J. Pharm. Sci., 66: 1-19 (1977). 
 
Por ejemplo, si el compuesto es aniónico, o tiene un grupo funcional que puede ser aniónico (por ejemplo, -COOH 
puede ser -COO-), entonces se puede formar una sal con un catión adecuado. Los ejemplos de cationes inorgánicos 25 
adecuados incluyen, pero sin limitación, iones de metales alcalinos tales como Na+ y K+, cationes alcalinotérreos 
tales como Ca2+ y Mg2+ y otros cationes tales como Al+. Los ejemplos de cationes orgánicos adecuados incluyen, 
pero sin limitación, ión amonio (es decir, NH4+) e iones amonio sustituidos (por ejemplo, NH3R+, NH2R2

+, NHR3
+, 

NR4
+). Los ejemplos de algunos iones amonio sustituidos adecuados son aquellos derivados de: etilamina, 

dietilamina, diciclohexilamina, trietilamina, butilamina, etilendiamina, etanolamina, dietanolamina, piperazina, 30 
bencilamina, fenilbencilamina, colina, meglumina y trometamina, así como aminoácidos, tales como lisina y arginina. 
Un ejemplo de un ión amonio cuaternario común es N(CH3)4+. 
 
Si el compuesto es catiónico, o tiene un grupo funcional que puede ser catiónico (por ejemplo, -NH2 puede ser -
NH3

+), entonces, se puede formar una sal con un anión adecuado. Los ejemplos de aniones inorgánicos adecuados 35 
incluyen, pero sin limitación, aquellos derivados de los siguientes ácidos inorgánicos: ácidos clorhídrico, bromhídrico 
yodhídrico, sulfúrico, sulfuroso, nítrico, nitroso, fosfórico y fósforo. Los ejemplos de aniones orgánicos adecuados 
incluyen, pero sin limitación, aquellos derivados de los siguientes ácidos orgánicos: ácidos acético, propiónico, 
succínico, glicólico, esteárico, palmítico, láctico, málico, pamoico, tartárico, cítrico, glucónico, ascórbico, maleico, 
hidroximaleico, fenilacético, glutámico, aspártico, benzoico, cinámico, pirúvico, salicílico, sulfanílico, 2-40 
acetoxibenzoico, fumárico, fenilsulfónico, toluenosulfónico, metanosulfónico, etanosulfónico, etanodisulfónico, 
oxálico, pantoténico, isetiónico, valérico, lactobiónico y glucónico. Los ejemplos de aniones poliméricos adecuados 
incluyen, pero sin limitación, aquellos derivados de los siguientes ácidos poliméricos: ácido tánico, 
carboximetilcelulosa. 
 45 
Puede ser conveniente o deseable preparar, purificar y/o manipular un solvato correspondiente del compuesto 
activo. El término "solvato" se usa en el presente documento en el sentido convencional para referirse a un complejo 
de soluto (por ejemplo, compuesto activo, sal de compuesto activo) y disolvente. Si el disolvente es agua, se puede 
hacer referencia convenientemente al solvato como un hidrato, por ejemplo, un monohidrato, un di-hidrato, un tri-
hidrato, etc. 50 
 
Puede ser conveniente o deseable preparar, purificar y/o manipular el compuesto activo en una forma químicamente 
protegida. La expresión "forma químicamente protegida", como se usa en el presente documento, se refiere a un 
compuesto en el que uno o más grupos funcionales reactivos están protegidos de reacciones químicas no deseadas, 
es decir, están en forma de un grupo protegido o protector (también conocido como un grupo enmascarado o de 55 
enmascaramiento, o un grupo bloqueado o de bloqueo). Mediante la protección de un grupo funcional reactivo, se 
pueden realizar reacciones que incluyan otros grupos funcionales reactivos no protegidos, sin afectar el grupo 
protegido; el grupo protector se puede retirar, por lo general, en una etapa posterior, sin afectar sustancialmente al 
resto de la molécula. Véase, por ejemplo, “Protective Groups in Organic Synthesis” (T. Green y P. Wuts, Wiley, 
1999). 60 
 
Por ejemplo, se puede proteger un grupo hidroxi como un éter (-O) o un éster (-OC(=O)R), por ejemplo, como: un t-
butiléter; un bencil, benzhidril(difenilmetil) o tritil(trifenilmetil)-éter; un trimetilsilil o t-butildimetilsilil-éter; o un 
acetiléster (-OC(=O)CH3, -OAc). Por ejemplo, un grupo aldehído o cetona puede protegerse como un acetal o cetal, 
respectivamente, en los que el grupo carbonilo (>C=O) se convierte en un diéter (>C(OR)2), mediante la reacción 65 
con, por ejemplo, un alcohol primario. El grupo aldehído o cetona se regenera fácilmente por hidrólisis usando un 
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gran exceso de agua en presencia de ácido. Por ejemplo, un grupo amina se puede proteger, por ejemplo, como una 
amida o un uretano, por ejemplo, como: una metilamida (-NHCO-CH3); una benciloxiamida (-NHCO-OCH2C6H5, 
-NHCbz); como una t-butoxi-amida (-NHCO-OC(CH3)3, -NH-Boc); una 2-bifenil-2-propoxi-amida (-NHCO-
OC(CH3)2C6H4C6H5, -NH-Bpoc), como una 9-fluorenilmetoxiamida (-NH-Fmoc), como una 6-nitroveratriloxiamida 
(-NH- Nvoc), como una 2-trimetilsililetiloxiamida (-NH-Teoc), como una 2,2,2-tricloroeiloxiamida (-NH-Troc), como 5 
una aliloxiamida (-NH-Alloc), como una 2(-fenilsulfonil)etiloxiamida (-NH-Psec); o, en casos adecuados, como un N-
óxido. 
 
Por ejemplo, un grupo de ácido carboxílico se puede proteger como un éster, por ejemplo, como: un éster de alquilo 
C1-7 (por ejemplo, un éster de metilo; un éster de t-butilo); un éster de haloalquilo C1-7 (por ejemplo, un éster de 10 
trihaloalquilo C1-7); un éster de tri-alquil C1-7-silil-alquilo C1-7; o un éster de aril C5-20-alquilo C1-7 (por ejemplo, un éster 
de bencilo; un éster de nitrobencilo); o como una amida, por ejemplo, como una metilamida. 
 
Por ejemplo, un grupo tiol se puede proteger como un tioéter (-SR), por ejemplo, como: un tioéter de bencilo; un éter 
de acetamidometilo (-S-CH2NHC(=O)CH3). 15 
 
Síntesis de derivados de coelenterazina 
 
Los derivados de coelenterazina descritos en el presente documento se pueden sintetizar de acuerdo con los 
métodos detallados en los Ejemplos 1-16. 20 
 
Luciferasa de Oplophorus mutante 
 
Se pueden usar varias técnicas como las descritas en el presente documento para identificar los sitios de sustitución 
de aminoácidos para producir un polipéptido OgLuc sintético mejorado. Se usaron técnicas adicionales para 25 
optimizar los codones de los polinucleótidos que codifican los diversos polipéptidos con el fin de aumentar la 
expresión de los polipéptidos. Se encontró que la realización de una o más sustituciones de aminoácidos, ya sea 
solas o en diversas combinaciones, produjo polipéptidos de tipo OgLuc sintéticos que tenían una mayor 
luminiscencia (por ejemplo, mayor brillo, mayor estabilidad de la señal, mayor estabilidad enzimática y/o cambio en 
la especificidad de sustrato relativa). Además, al incluir una o más sustituciones de optimización de codones en los 30 
polinucleótidos que codifican los diversos polipéptidos sintéticos de variantes de OgLuc potenció la expresión de los 
polipéptidos en diversos sistemas de expresión eucariotas y procariotas. En el presente documento, se desvela un 
polinucleótido que codifica un polipéptido sintético de variante de OgLuc que es soluble y activo en la forma 
monomérica, cuando se expresa en células procariotas y/o eucariotas. 
 35 
Las variantes de OgLuc descritas en el presente documento se pueden acoplar a cualquier proteína de interés o 
molécula de interés. Las variantes pueden ser proteínas de fusión, por ejemplo, algunas variantes se acoplan a un 
polipéptido HALOTAG® unido bien por el extremo N-terminal o por el extremo C-terminal. A menos que se indique lo 
contrario, las variantes que son fusiones HALOTAG® incluyen “HT7” como parte del nombre, por ejemplo, "IVY-HT7”. 
Una secuencia señal (por ejemplo, la secuencia señal natural de Oplophorus gracilirostris) también se puede unir al 40 
extremo N-terminal de la proteína de fusión para facilitar la secreción de la proteína de fusión de la célula. Las 
secuencias señal, distintas de la secuencia señal de origen natural de OgLuc luciferasa, se conocen en la técnica 
por facilitar la secreción de proteínas en células de mamífero u otros tipos de células. Las secuencias señal, en 
combinación con secuencias de anclaje a la membrana, se pueden usar para colocar o mostrar variantes de OgLuc 
en la superficie externa de la membrana celular. Otros métodos, conocidos en la técnica también se pueden usar 45 
para colocar variantes de OgLuc en la membrana o en otros lugares dentro de la célula. 
 
En el presente documento, se desvela una luciferasa de decápodo modificada que puede tener la luminiscencia 
potenciada con respecto a la correspondiente luciferasa de decápodo de variante parental. Por ejemplo, la variante 
parental de OgLuc es CI+A4E, IVY, IV, QC27, QC27-9a, 9B8, 9B8 opt+K33N, 9B8 opt+K33N+170G, V2 o "L27V". 50 
En el presente documento, se describe una luciferasa de decápodo modificada que puede utilizar una nueva 
coelenterazina. La luciferasa de decápodo modificada puede tener un cambio en la especificidad relativa por 
coelenterazinas naturales, conocidas o nuevas. Como alternativa, la luciferasa de decápodo modificada puede tener 
un cambio en la especificidad relativa con respecto a una variante de luciferasa de decápodo, parental 
correspondiente. 55 
 
La variante de luciferasa de decápodo, parental correspondiente, puede ser una especie de decápodo, incluyendo 
diversas especies de familias del orden de los decápodos que incluye, sin limitación, las luciferasas de la familia, 
Aristeidae, incluyendo Plesiopenaeus coruscans; la familia Pandalidea, incluyendo Heterocarpus y Parapandalus 
richardi, la familia Solenoceridae, incluyendo Hymenopenaeus debilis y Mesopenaeus tropicalis; la familia 60 
Luciferidae, incluyendo Lucifer typus; la familia Sergestidae, incluyendo Sergestes atlanticus, Sergestes arcticus, 
Sergestes armatus, Sergestes pediformis, Sergestes cornutus, Sergestes edwardsi, Sergestes henseni, Sergestes 
pectinatus, Sergestes sargassi, Sergestes similis, Sergestes vigilax, Sergia challengers, Serbia grandis, Sergia 
lucens, Sergia prehensilis, Sergia potens, Sergia robusta, Sergia scintillans y Serbia splendens; la familia 
Pasiphaeidae, incluyendo Glyphus marsupialis, Leptochela bermudensis, Parapasiphae sulcatifrons y Pasiphea 65 
tarda; la familia Oplophoridae, incluyendo Acanthephyra acanthitelsonis, Acanthephyra acutifrons, Acanthephyra 
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brevirostris, Acanthephyra cucullata, Acanthephyra curtirostris, Acanthephyra eximia, Acanthephyra gracilipes, 
Acanthephyra kingsleyi, Acanthephyra media, Acanthephyra microphthalma, Acanthephyra pelagica, Acanthephyra 
prionota, Acanthephyra purpurea, Acanthephyra sanguinea, Acanthephyra sibogae, Acanthephyra stylorostratis, 
Ephyrina bifida, Ephyrina figueirai, Ephyrina koskynii, Ephyrina ombango, Hymenodora glacialis, Hymenodora 
gracilis, Meningodora miccyla, Meningodora mollis, Meningodora vesca, Notostomus gibbosus, Notostomus 5 
auriculatus, Oplophorus gracilirostris, Oplophorus grimaldii, Oplophorus novaezealandiae, Oplophorus spinicauda, 
Oplophorus folinceus, Oplophorus spinosus, Oplophorus typus, Sistellaspis braueri, Systellaspis cristata, Systellaspis 
debilis y Systellaspis pellucida; y la familia Thalassocaridae, incluyendo Chlorotocoides spinicauda, Thalassocaris 
crinita y Thalassocaris lucida. La luciferasa modificada puede tener mayor emisión de luminiscencia, por ejemplo, al 
menos 1,3 veces, al menos 2 veces o al menos 4 veces, en una célula procariota y/o una célula eucariota con 10 
respecto a la luciferasa correspondiente de tipo silvestre. Se pueden comparar una o más propiedades de la 
luciferasa de decápodo modificada con propiedades comparables de una luciferasa de otra especie, por ejemplo, 
una luciferasa de luciérnaga o una luciferasa de Renilla. 
 
La variante de OgLuc puede tener al menos 60 %, por ejemplo, al menos 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 15 
95 %, 96 %, 97 %, 98 % o 99 %, o 100 %, de identidad de secuencia de aminoácidos con SEQ ID NO: 3, 5, 7, 9, 11, 
13, 15, 17, 19, 21, 27, 35, 37, 39, 41, 43 , 45, 47, 49, 51, 53, 56, 58, 60, 62, 64, 69, 71, 73, 75, 77, 79, 81, 83, 85, 87, 
89, 91, 93 o 95. La variante de OgLuc, o un fragmento funcional de la misma, puede tener no más de 5 diferencias, o 
más preferentemente, no más de 4, 3, 2 o 1 diferencias, o lo más preferentemente ninguna diferencia, estando las 
diferencias en las posiciones correspondientes a la posición del patrón 1, 2, 3, 5, 8, 10, 12, 14, 15, 17 o 18 de la 20 
Fórmula (VII) de acuerdo con la Tabla 4. Las diferencias también pueden incluir huecos o inserciones entre las 
posiciones del patrón de la Tabla 4. 
 
La variante de OgLuc desvelada en el presente documento puede tener una o más secuencias de aminoácidos 
heterólogas en el extremo N-terminal, C-terminal o ambos (un polipéptido de fusión tal como uno con un epítopo o 25 
marcador de fusión) que, opcionalmente, interaccionen directa o indirectamente con una molécula de interés. La 
presencia de la/s secuencia/s heteróloga/s puede no alterar sustancialmente la luminiscencia de la variante de 
OgLuc bien antes o después de la interacción con la molécula de interés. La secuencia de aminoácidos heteróloga 
puede ser un marcador de epítopo. La secuencia de aminoácidos heteróloga puede ser aquella que, durante o 
después de la interacción con una molécula de interés, sufra un cambio de configuración, que a su vez modifique la 30 
actividad de la variante de OgLuc, por ejemplo, una variante de OgLuc con dicha secuencia de aminoácidos es útil 
para detectar interacciones alostéricas. La variante de OgLuc o una fusión con la variante de OgLuc o un fragmento 
de la misma se puede emplear como un indicador. 
 
Un fragmento de una variante de OgLuc como la desvelada en el presente documento se puede fusionar a una 35 
secuencia de aminoácidos heteróloga, formando la fusión de este modo un barril beta, siendo la proteína de fusión 
capaz de generar luminiscencia desde un coelenterazina de origen natural o un análogo de la misma incluyendo las 
diversas coelenterazinas conocidas descritas en el presente documento, o una nueva coelenterazina de la presente 
divulgación. 
 40 
También se proporciona un polinucleótido que codifica una variante de OgLuc descrita en el presente documento o 
una fusión de la misma, una célula hospedadora aislada que tiene el polinucleótido o la variante de OgLuc o una 
fusión de la misma, y métodos de uso del polinucleótido, de la variante de OgLuc o de una fusión de la misma o 
célula hospedadora descrita en el presente documento. 
 45 
El término "identidad", en el contexto de dos o más ácidos nucleicos o secuencias polipeptídicas, se refiere a dos o 
más secuencias o subsecuencias que son iguales o tienen un porcentaje especificado de restos de aminoácidos o 
nucleótidos que son iguales cuando se comparan y alinean para una correspondencia máxima en una franja de 
comparación o región designada medida usando cualquier número de algoritmos de comparación de secuencias o 
mediante alineación manual e inspección visual. Los métodos de alineación de secuencia para la comparación son 50 
bien conocidos en la técnica. La alineación óptima de secuencias para su comparación se puede realizar mediante 
el algoritmo de Smith et al., (J. Mol. Biol. 147: 195-197 (1981)), mediante el algoritmo de alineación de homología de 
Needleman y Wunsch, (J. Mal. Biol., 48: 443-453 (1970)), mediante la búsqueda del método de similitud de Pearson 
y Lipman, (Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU., 85: 2444-2448 (1988)), mediante implementaciones computarizadas de 
algoritmos, por ejemplo, FASTA, SSEARCH, GGSEARCH (disponible en el servidor FASTA de la Universidad de 55 
Virginia por William R. Pearson http://fasta.bioch.virginia.edu/fasta_www2/fasta_intro.shtml), la serie Clustal de 
programas (Chenna et al., Nucl. Acids Res. 31(13):3497-3500 (2003); ejemplos disponibles en http://www.ebi.ac.uk o 
http://www.ch.embnet.org), u otro programa informático de análisis de secuencias. Se sabe en la técnica que la 
generación de alineaciones con la máxima correspondencia entre las secuencias de polipéptidos con importantes 
modificaciones de la secuencia (por ejemplo, alteración del orden de dominio, dominios que faltan/añadidos, 60 
repetición de dominios, transposición de dominios, permutación circular) puede implicar el uso de métodos 
especializados, tales como el método ABA (Raphael et al., Genome Res. 14(11):2336-2346 (2004)), otros métodos 
adecuados, o realizar la alineación con dos copias idénticas concatenadas de las secuencias polipeptídicas.  
 
Las expresiones "molécula de ácido nucleico" o "secuencia de ácido nucleico" y el término “polinucleótido” como se 65 
usan en el presente documento, se refieren a ácido nucleico, incluyendo ADN o ARN, que comprende las 
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secuencias de codificación necesarias para la producción de un precursor de polipéptido o proteína. El polipéptido 
codificado puede ser un polipéptido de longitud completa, un fragmento del mismo (de longitud inferior a la completa) 
o una fusión de bien el polipéptido de longitud completa o fragmento del mismo con otro polipéptido, produciendo un 
polipéptido de fusión. 
 5 
Un polinucleótido que codifica una proteína o un polipéptido significa una secuencia de ácido nucleico que 
comprende la región de codificación de un gen, o en otras palabras, la secuencia de ácido nucleico que codifica un 
producto génico. La región codificante puede estar presente en forma de ADNc, de ADN genómico o de ARN. 
Cuando está presente en una forma de ADN, el oligonucleótido puede ser de cadena sencilla (por ejemplo, la 
cadena sentido) o de doble cadena. Se pueden colocar elementos de control adecuados tales como 10 
potenciadores/promotores, uniones de corte y empalme, señales de poliadenilación, etc., en estrecha proximidad 
con la región codificante del gen si es necesario para permitir la iniciación adecuada de la transcripción y/o el 
procesamiento correcto de la transcripción de ARN principal. Otros elementos de control o reguladores incluyen, 
pero sin limitación, los sitios de unión de factores de transcripción, señales de corte y empalme, señales de 
poliadenilación, señales de terminación y elementos potenciadores. 15 
 
Los términos "péptido", "proteína" y "polipéptido" pretenden significar cadenas de aminoácidos de diferentes 
longitudes, independientemente de la modificación posterior a la traducción (por ejemplo, glicosilación o 
fosforilación). Las moléculas de ácido nucleico desveladas en el presente documento codifican una variante de una 
proteína variante artificial (es decir, sintética) o fragmento polipeptídico de la misma, que tiene una secuencia de 20 
aminoácidos que es al menos 60 %, por ejemplo, al menos 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 
98 %, 99 % o 100 % de identidad de secuencia de aminoácidos con la secuencia de aminoácidos de la proteína 
parental de la que se deriva, pudiendo ser la proteína parental una secuencia de origen natural (natural o de tipo 
silvestre) o una secuencia variante que posteriormente se modifica adicionalmente. La expresión "polipéptido de 
fusión" o "proteína de fusión" se refiere a una proteína quimérica que contiene una proteína de referencia (por 25 
ejemplo, variante de OgLuc) unida por el extremo N- y/o C-terminal a una o más secuencias heterólogas (por 
ejemplo, un polipéptido no OgLuc). La secuencia heteróloga puede incluir, pero sin limitación, proteínas indicadoras 
tales como la proteína de fusión HALO-TAG® (Promega Corp.), FlAsH (aglutinante de hélice de arsénico de 
fluoresceína) y ReAsH (aglutinante de hélice de arsénico rojo) (por ejemplo, la secuencia de reconocimiento de 
marcador LUMIO™ (Invitrogen)), cloranfenicol acetiltransferasa (CAT), β-galactosidasa (β-Gal), lactamasa (P-gal), 30 
resistencia a la neomicina (Neo), GUS, galactopiranósido, proteína verde fluorescente (GFP), luciferasa (por 
ejemplo, una luciferasa de Renilla reniformis, una luciferasa de luciérnaga (por ejemplo, Photinus pyralis o Photuris 
pennsylvanica) o una luciferasa de elatérido (por ejemplo, Pyrophorus plagiophthalamus o termitilluminans 
Pyrearinus) o una luciferasa de bicho de luz (por ejemplo, Phrixothrix hirtus), xilosidasa, timidina quinasa, 
arabinosidasa y marcador SNAP, marcador CLIP, marcador ACP y marcador MCP (New England Biolabs). Una 35 
proteína quimérica puede contener una variante de OgLuc unida en el extremo N-terminal a una proteína de fusión 
HALOTAG® (Promega Corp.). Una proteína quimérica también puede contener una variante de OgLuc unida en el 
extremo C-terminal a una proteína de fusión HALOTAG®.  
 
Se sabe que los ácidos nucleicos contienen diferentes tipos de "mutaciones", lo que se refiere a una alteración en la 40 
secuencia de un nucleótido en la posición de una determinada base con respecto a la secuencia de tipo silvestre. 
Las mutaciones también pueden referirse a la inserción o eliminación de una o más bases de modo que la secuencia 
de ácido nucleico difiera de una referencia, por ejemplo, una secuencia de tipo silvestre, o la sustitución con un 
codón de parada. Una "sustitución" se refiere a un cambio en un aminoácido de una posición particular de una 
secuencia, por ejemplo, un cambio de A a E en la posición 4. 45 
 
El término "vector" se refiere a moléculas de ácido nucleico en las que se pueden insertar o clonar fragmentos de 
ADN, y que se pueden usar para transferir uno o más segmentos de ADN a una célula, siendo capaces de replicarse 
en una célula. Los vectores se pueden derivar de plásmidos, bacteriófagos, virus, cósmidos y similares. 
 50 
La expresión "de tipo silvestre" o el término "natural", como se usan en el presente documento, se refieren a un gen 
o producto génico que tiene las características de ese gen o producto génico aislado de una fuente de origen 
natural. Un gen de tipo silvestre es el que se observa con mayor frecuencia en una población y, por lo tanto, se 
designa arbitrariamente la forma de "tipo silvestre" del gen. Por el contrario, el término "mutante" se refiere a un gen 
o producto génico que muestra modificaciones en la secuencia y/o propiedades funcionales (es decir, características 55 
alteradas) cuando se compara con el gen o el producto génico de tipo silvestre. Se observa que los mutantes de 
origen natural pueden estar aislados; estos se identifican por el hecho de que tienen características modificadas en 
comparación con el gen o el producto génico de tipo silvestre. 
 
Polinucleótidos y proteínas ilustrativos 60 
 
En el presente documento, se desvela una variante de OgLuc o fragmentos proteicos de la misma, por ejemplo, 
aquellos con eliminaciones, por ejemplo una eliminación de 1 a aproximadamente 5 restos, y quimeras (fusiones) de 
los mismos (véase la publicación de patente de EE.UU. n.º 2009/0253131 y la publicación WIPO n.º WO 
2007/120522) que tiene al menos una sustitución de aminoácido con relación a una OgLuc de tipo silvestre, 65 
sustitución que da lugar a la variante de OgLuc que tiene una estabilidad potenciada, luminiscencia potenciada, por 
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ejemplo, mayor emisión de la luminiscencia, mayor estabilidad de la cinética de luminiscencia y/o color modificado 
de la luminiscencia. Las secuencias de una variante de OgLuc son sustancialmente iguales la secuencia de 
aminoácidos de una OgLuc de tipo silvestre correspondiente. Un polipéptido o péptido que tiene sustancialmente la 
misma secuencia significa que una secuencia de aminoácidos es, en gran parte, pero no del todo, igual y conserva 
la actividad funcional de la secuencia con la que está relacionada. En general, dos secuencias de aminoácidos son 5 
sustancialmente iguales si tienen al menos 60 %, por ejemplo, al menos 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 
96 %, 97 %, 98 % o 99 %), pero menos del 100 %, de identidad de secuencia de aminoácidos. La variante de OgLuc 
puede estar codificada por un polinucleótido recombinante. La variante de OgLuc, o un fragmento funcional de la 
misma, puede tener no más de 5 diferencias, o más preferentemente no más de 4, 3, 2 o 1 diferencia, o lo más 
preferentemente ninguna diferencia, estando las diferencias en posiciones correspondientes a la posición del patrón 10 
1, 2, 3, 5, 8, 10, 12, 14, 15, 17 o 18 de la Fórmula (VII) de acuerdo con la Tabla 4. Las diferencias también pueden 
incluir huecos, inserciones o permutaciones entre las posiciones del patrón de la Tabla 4. 
 
Las proteínas variantes de OgLuc o proteínas de fusión descritas en el presente documento se pueden preparar 
mediante métodos recombinantes o métodos de síntesis química de péptidos en fase sólida. Dichos métodos son 15 
conocidos en la técnica. 
 
Métodos de uso y kits 
 
Los compuestos y las proteínas desvelados en el presente documento se pueden usar en cualquier forma en la que 20 
se hayan usado luciferasas y sustratos de luciferasa, por ejemplo, coelenterazinas. Por ejemplo, se pueden usar en 
un método bioluminogénico que emplee un análogo de coelenterazina para detectar una o más moléculas en una 
muestra, por ejemplo, una enzima, un cofactor para una reacción enzimática, un sustrato enzimático, un inhibidor 
enzimático, un activador enzimático o radicales OH, o una o más condiciones, por ejemplo, condiciones redox. La 
muestra puede incluir un animal (por ejemplo, un vertebrado), una planta, un hongo, fluido fisiológico (por ejemplo, 25 
sangre, plasma, orina, secreciones mucosas y similares), una célula, un lisado celular, un sobrenadante celular o 
una fracción purificada de una célula (por ejemplo, una fracción subcelular). La presencia, la cantidad, la distribución 
espectral, la cinética de emisión o la actividad específica de dicha molécula pueden detectarse o cuantificarse. La 
molécula se puede detectar o cuantificar en solución, incluyendo soluciones multifásicas (por ejemplo, emulsiones o 
suspensiones), o sobre soportes sólidos (por ejemplo, partículas, capilares o vasos de ensayo). La variante de 30 
OgLuc se puede usar en ensayos basados en luminiscencia para detectar una enzima de interés, por ejemplo, 
enzima CYP450, enzima MAO A o B, una caspasa, etc. Las nuevas coelenterazinas se podrían usar con 
fotoproteínas tales como aequorina, obelina o iPhotina. La variante de OgLuc se puede usar como un donante de 
energía a otra molécula (por ejemplo, a un fluoróforo, un cromóforo o una nanopartícula). 
 35 
En el presente documento, se describe un polinucleótido que codifica un indicador de la transcripción. En algunas 
realizaciones, la variante de OgLuc o el fragmento de la misma se podrían ligar operativamente a secuencias 
reguladoras de la transcripción, por ejemplo, uno o más potenciadores, un promotor, una secuencia de terminación 
de la transcripción o una combinación de los mismos, para formar un casete de expresión. Por ejemplo, la variante 
de OgLuc se podría ligar operativamente a un promotor mínimo y un elemento de respuesta a cAMP (CRE). 40 
 
Las proteínas desveladas en el presente documento se pueden usar como biosensores, por ejemplo, una variante 
de OgLuc, que, en presencia de otra molécula (por ejemplo, una o más moléculas de interés), o en ciertas 
condiciones, tiene una o más actividades alteradas. Al interactuar con una molécula de interés o someterse a ciertas 
condiciones, el biosensor experimenta un cambio de configuración o es modificado químicamente, lo que provoca 45 
una alteración de la actividad enzimática o de la luminiscencia, por ejemplo, actividad específica, distribución 
espectral o cinética de emisión. Por ejemplo, la variante de OgLuc desvelada en el presente documento, por 
ejemplo, una variante permutada circularmente, puede comprender un dominio de interacción para una molécula de 
interés. Como alternativa, por ejemplo, la variante de OgLuc puede acoplarse a un aceptor de energía, por ejemplo, 
una proteína fluorescente, y comprenden un dominio de interacción que altera la eficiencia de la transferencia 50 
energética desde la enzima al aceptor de energía. Por ejemplo, el biosensor se podría generar para detectar 
proteasas, quinasas, un ligando, una proteína de unión tal como un anticuerpo, nucleótidos cíclicos tales como 
cAMP o cGMP, o un metal tal como el calcio, mediante la inserción de una región de sensor adecuada en la 
secuencia de la variante de OgLuc. Se pueden insertar una o más regiones de sensor en el extremo C-terminal, el 
extremo N-terminal y/o en una o más ubicaciones adecuadas de la secuencia polipeptídica, comprendiendo la región 55 
de sensor uno o más aminoácidos. En el caso de una variante de OgLuc permutada circularmente, la región de 
sensor se puede insertar entre los extremos N- y C-terminales de la variante de OgLuc parental. Además, una o 
todas las regiones de sensor insertadas pueden incluir aminoácidos enlazadores para acoplar el sensor al resto de 
la variante polipeptídica de OgLuc. Los ejemplos de biosensores de luciferasa se desvelan en las publicaciones de 
solicitud de patente de EE.UU. n.º 2005/0153310 y 2009/0305280 y la publicación PCT n.º WO 2007/120522 A2. 60 
 
Se pueden usar las variantes de OgLuc desveladas en el presente documento para transferir energía a un aceptor 
de energía, por ejemplo, en un análisis de transferencia de energía de resonancia de bioluminiscencia (BRET). Por 
ejemplo, las variantes de OgLuc usadas en el análisis de BRET se pueden usar para determinar si dos moléculas 
son capaces de unirse entre sí o ubicarse conjuntamente en una célula. Por ejemplo, una variante de OgLuc se 65 
puede usar como una molécula donante de bioluminiscencia que se combina con una molécula o proteína de interés 
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para crear una primera proteína de fusión. La primera proteína de fusión puede contener una variante de OgLuc y 
una proteína de interés. Las primeras proteínas de fusión que contienen la variante de OgLuc se pueden usar en el 
análisis de BRET para detectar la interacción proteína/proteína en sistemas que incluyen, pero sin limitación, lisados 
celulares, células intactas y animales vivos. Se puede usar HALOTAG® como una molécula aceptora fluorescente. 
HALOTAG® puede fusionarse a una segunda proteína de interés o a una variante de OgLuc. Por ejemplo, una 5 
variante de OgLuc puede fusionarse al HALOTAG®, expresado en células o animales, y marcarse con un ligando de 
HALOTAG® fluorescente tal como ligando HALOTAG® TMR. La fusión se puede excitar posteriormente para que 
emita fluorescencia en presencia de un sustrato de OgLuc que penetra a través de las células. Se puede realizar 
una BRET usando variantes de OgLuc en combinación con proteínas fluorescentes, incluyendo, pero sin limitación, 
la proteína verde fluorescente (GFP) o proteína roja fluorescente (RFP) o marcadores fluorescentes incluyendo 10 
fluoresceína, verde de rodamina, verde Oregon o Alexa 488, para nombrar unos cuantos ejemplos no limitantes. 
 
Las variantes de OgLuc y/o las nuevas coelenterazinas de la presente invención se pueden usar en ensayos de 
complementación de proteínas (PCA) para detectar la interacción de dos biomoléculas, por ejemplo, polipéptidos. 
Por ejemplo, una variante de OgLuc descrita en el presente documento se puede separar en dos fragmentos en uno 15 
o más sitios tolerantes a la separación y cada fragmento de la variante de OgLuc separada se puede fusionar a uno 
de un par de polipéptidos de interés que se cree que interactúan, por ejemplo, FKBP y FRB. Si los dos polipéptidos 
de interés realmente interactúan, entonces, los fragmentos de OgLuc entran en estrecha proximidad entre sí para 
reconstituir la variante de OgLuc activa, funcional. La actividad de la variante de OgLuc reconstituida se puede 
entonces detectar y medir usando un coelenterazina natural o conocida, o una nueva coelenterazina de la presente 20 
divulgación. La variante de OgLuc dividida se puede usar en un sistema de complementación más general similar a 
lac-Z (Langley et al., PNAS 72:1254-1257 (1975)) o ribonucleasa S (Levit y Berger, J. Biol. Chem. 251: 1333-1339 
(1976)). Un fragmento de variante de OgLuc (designado "A") conocido por complementarse con otro fragmento de 
variante de OgLuc ("B") pueden fusionarse a una proteína diana, y la fusión resultante se puede controlar a través de 
la luminiscencia en un una célula o lisado celular que contenga el fragmento B. La fuente del fragmento B puede ser 25 
la misma célula (por ejemplo, si el gen para el fragmento B se integra en el genoma de la célula o está contenido en 
otro plásmido dentro de la célula) o podría ser un lisado o una proteína purificada derivada de otra célula. En 
algunas realizaciones, esta misma proteína de fusión (fragmento A) se podría capturar o inmovilizar usando una 
fusión entre el fragmento B y un polipéptido tal como HALOTAG® capaz de unirse a un soporte sólido. La 
luminiscencia se puede usar para demostrar la captura con éxito o para cuantificar la cantidad de material capturado. 30 
 
Las variantes de OgLuc y/o las nuevas coelenterazinas de la presente invención se pueden usar para cuantificar la 
coelenterazina. Una coelenterazina (por ejemplo, una coelenterazina natural o conocida, o una nueva coelenterazina 
de la presente divulgación) se puede usar como una sonda de una actividad bioquímica específica, por ejemplo, la 
apoptosis y el metabolismo de los fármacos. La concentración de coelenterazina se puede acoplar a una actividad 35 
enzimática específica mediante una "pro-coelenterazina" o un "pro-sustrato" que pueda ser activado por la enzima 
específica de interés. La pro-coelenterazina puede ser una molécula que no pueda soportar directamente la 
luminiscencia cuando se combine con la luciferasa, pero que se pueda convertir en coelenterazina a través del 
procesamiento catalítico de una enzima específica de interés. La metodología se puede usar para enzimas tales 
como las usadas en el metabolismo de fármacos, por ejemplo, las enzimas del citocromo P450, monoamina oxidasa 40 
y glutatión S-transferasa; y la apoptosis, por ejemplo, caspasas. Por ejemplo, la coelenterazina (por ejemplo, una 
coelenterazina natural o conocida, o una nueva coelenterazina descrita en el presente documento) se puede 
modificar para contener un grupo escindible, tal como 6'-O-metilo. Cuando se incuba con una enzima del citocromo 
P450, la 6'O-metilo se puede escindir y la pro-coelenterazina se puede convertir en coelenterazina que se puede 
detectar con una variante de OgLuc desvelada en el presente documento. La pro-coelenterazina se puede combinar 45 
con otros componentes necesarios para soportar la luminiscencia, por ejemplo, proteína luminiscente tal como una 
variante de OgLuc descrita en el presente documento, para proporcionar un único reactivo y un ensayo homogéneo. 
Por ejemplo, cuando se añade el reactivo a una muestra, se puede generar luminiscencia cuando la pro-
coelenterazina se convierte en coelenterazina. Se pueden desarrollar ensayos similares para otras enzimas, 
moléculas pequeñas u otros procesos celulares que pueden estar vinculados a la generación de coelenterazinas de 50 
pro-coelenterazinas. 
 
Las variantes de OgLuc y/o las nuevas coelenterazinas de la presente invención se pueden usar como sistemas 
indicadores de la transcripción genética. Las variantes de OgLuc se pueden multiplexar con una luciferasa que emita 
luz a una longitud de onda diferente, por ejemplo, luciferasa de escarabajo de resorte rojo (CHROMA-LUC™; 55 
Promega Corp.). Por ejemplo, si se usa una variante de OgLuc de la presente divulgación como un indicador 
funcional, entonces se podría usar la luciferasa CHROMA-LUC™ roja para controlar los efectos inespecíficos sobre 
la regulación genética o para normalizar la eficacia de transfección. La luminiscencia generada a partir de la variante 
de OgLuc (aproximadamente 460 nm) y CHROMA-LUC™ roja (aproximadamente 610 nm) se puede resolver 
fácilmente usando un luminómetro con filtros diferenciadores de la longitud de onda, lo que permite la medición de 60 
las dos señales de la misma muestra. En otro ejemplo, se podría usar una variante de OgLuc desvelada en el 
presente documento como un indicador de la transcripción y emparejarla con una luciferasa que emita luz a una 
longitud de onda diferente contenida en un reactivo de ensayo. Por ejemplo, se podría usar una variante de OgLuc 
descrita en el presente documento como indicador de la transcripción y emparejarla con cualquiera de aequorina o 
un biosensor de luciferasa de luciérnaga permutada circularmente con cAMP, o ambos a la vez, para la detección de 65 
múltiples vías en una sola muestra. En dicho sistema, por ejemplo, se podría usar aequorina para la detección y/o la 
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medición del calcio, el biosensor para la detección y/o la medición de AMPc y una variante de OgLuc para el control 
de la expresión génica cadena abajo. En otro ejemplo, se puede usar una variante de OgLuc con una o más 
luciferasas, en el que la luminiscencia de cada luciferasa se puede medir por separado mediante el uso de 
inhibidores enzimáticos selectivos. Por ejemplo, la luminiscencia de una primera luciferasa se puede medir después 
de la adición de sustratos y tampones apropiados, seguida de la medición de una segunda luciferasa tras una 5 
posterior adición de sustratos y tampones apropiados y uno o más inhibidores selectivos de la primera luciferasa. En 
otro ejemplo, la luciferasa contenida en un reactivo de ensayo se puede usar para medir un aspecto específico de la 
fisiología celular, por ejemplo, ATP para estimar la viabilidad celular, o la actividad de caspasa para estimar la 
apoptosis celular. 
 10 
Las variantes de OgLuc desveladas en el presente documento se pueden usar como indicadores en líneas celulares 
difíciles de transfectar o incluso en células primarias que no se dividen, por ejemplo, células madre o células HepG2. 
Debido a su alta intensidad de señal, las variantes de OgLuc descritas en el presente documento permitirán la 
luminiscencia detectable cuando la eficacia de la transfección sea baja. Las variantes de OgLuc se pueden usar 
como indicadores en células que sean especialmente sensibles a las condiciones asociadas con la transfección, por 15 
ejemplo, que sean sensibles a concentraciones de ADN elevadas o la adición de reactivo de transfección. Por lo 
tanto, debido a la luminiscencia potenciada de las variantes de OgLuc de la presente divulgación, se puede lograr un 
nivel adecuado de luminiscencia usando concentraciones más bajas de ADN, menos reactivo de transfección y/o 
tiempos posteriores a la transfección más cortos antes de comenzar un ensayo de modo que haya una reducción de 
la carga de toxicidad en las células sensibles. La luminiscencia potenciada de las variantes de OgLuc también 20 
permitirá que una señal se detecte en puntos temporales muy posteriores. Las variantes de OgLuc también se 
pueden usar como indicadores de los promotores naturales de una sola copia. 
 
Las variantes de OgLuc de la presente divulgación se pueden usar como marcadores de fusión para una proteína 
diana de interés como una forma de controlar los niveles intracelulares de la proteína diana. Las variantes de OgLuc 25 
se pueden usar para controlar las proteínas específicas que participan en las vías de respuesta al estrés (por 
ejemplo, daño en el ADN, estrés oxidativo, inflamación) en las células como una forma de probar el papel que 
diversos tipos de estímulos pueden desempeñar en estas vías. Las variantes de OgLuc también se pueden usar 
como un medio para controlar el tráfico celular de una proteína diana. Por ejemplo, las variantes de OgLuc también 
se pueden fusionar a genomas virales (por ejemplo, VIH, VHC), de modo que se puedan controlar los niveles de 30 
titulación, es decir, la infectividad, en las células después del tratamiento con agentes antivirales potenciales. Las 
variantes también se pueden fusionar a la proteína verde fluorescente (GFP) o HALOTAG® (además de una 
proteína diana) para la clasificación de células activadas por fluorescencia (FACS) con el fin de identificar clones de 
expresión alta.  
 35 
La identificación de líneas celulares estables, sólidas, que expresan una variante de OgLuc desvelada en el presente 
documento, ya sea en el citoplasma o como una forma secretada, puede verse facilitada por la señal potenciada de 
la variante de OgLuc y el pequeño tamaño del gen OgLuc. La secuencia del gen relativamente pequeño debería 
reducir la probabilidad de inestabilidad genética resultante de la integración del ADN foráneo en el genoma de una 
célula. 40 
 
Las variantes de OgLuc de la presente divulgación se pueden integrar en varios conceptos diferentes de 
inmunoensayo. Por ejemplo, una variante de OgLuc puede fusionarse a un anticuerpo principal o secundario para 
proporcionar un método de detección para un determinado analito. Como otro ejemplo, una variante de OgLuc 
puede fusionarse a la proteína A o proteína G, y la fusión se podría usar después para detectar un anticuerpo 45 
específico unido a un analito en particular. Como otro ejemplo, una variante de OgLuc puede fusionarse con 
estreptavidina y usarse para detectar un anticuerpo biotinilado específico unido a un determinado analito. Como otro 
ejemplo más, los fragmentos complementarios de una variante de OgLuc pueden fusionarse con anticuerpos 
primarios y secundarios, en los que el anticuerpo principal reconoce un determinado analito y el anticuerpo 
secundario reconoce el anticuerpo principal. La actividad de la variante de OgLuc se puede reconstituir en presencia 50 
de analito. Como otro ejemplo más, una variante de OgLuc puede conjugarse con un analito (por ejemplo, 
prostaglandinas) y usarse en un formato de ELISA de tipo sándwich competitivo. La variante de OgLuc conjugada 
con un analito también se puede usar para detectar anticuerpos capaces de unirse al analito, permitiendo la 
actividad de unión que la variante de OgLuc se una selectivamente al anticuerpo. Un ejemplo en el que se usa 
luciferasa de Renilla para medir cuantitativamente los títulos de anticuerpos de los pacientes contra una diana 55 
antigénica es el sistema de inmunoprecipitación de la luciferasa (Burbelo et al., “Expert Review of Vaccines” 
9(6):567-578 (2010)). 
 
Las variantes de OgLuc y los nuevos sustratos descritos en el presente documento se pueden usar para la detección 
de la luminiscencia en células vivas. Se puede expresar una variante de OgLuc en células (como indicador o de otra 60 
manera) y las células tratadas con una coelenterazina, por ejemplo, una nueva coelenterazina tal como PBI-3939, 
que penetrará a través de las células en cultivo, reaccionan con la variante de OgLuc y generan luminiscencia. 
Además de atravesar las células, PBI-3939 muestra biocompatibilidad comparable a la coelenterazina natural en 
términos de viabilidad celular. Se puede sintetizar una versión de PBI-3939 que contenga las modificaciones 
químicas conocidas por aumentar la estabilidad de la coelenterazina natural en los medios y usarse para ensayos 65 
con indicador basados en la variante de OgLuc en células vivas, más potentes. Se puede ensayar una muestra 
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(incluyendo células, tejidos, animales, etc.) que contenga una variante de OgLuc y/o una nueva coelenterazina 
desvelada en el presente documento usando diversas técnicas de microscopía y de imagen. Se puede expresar una 
variante de OgLuc secretable en las células como parte de un sistema indicador en células vivas. 
 
Las variantes de OgLuc y/o las nuevas coelenterazinas desveladas en el presente documento se pueden 5 
proporcionar como parte de un kit. El kit puede incluir una o más variantes de OgLuc desveladas en el presente 
documento (en forma de un polipéptido, un polinucleótido, o ambos) y/o un coelenterazina, junto con los reactivos y 
las instrucciones adecuadas para permitir a un usuario realizar ensayos tales como los desvelados en el presente 
documento. La coelenterazina puede ser cualquiera de las coelenterazinas naturales, conocidas o nuevas 
desveladas en el presente documento. El kit también puede incluir uno o más tampones, tales como los desvelados 10 
en el presente documento. 
 
Vectores y células hospedadoras que codifican la luciferasa modificada o fusiones de la misma 
 
Una vez que se prepara una molécula de ácido nucleico deseable que codifique una variante de OgLuc o un 15 
fragmento de la misma, tal como aquella con actividad de luminiscencia o que se pueda complementar por otra 
molécula que produzca actividad de luminiscencia, o una fusión de la misma con actividad de luminiscencia, se 
puede preparar un casete de expresión que codifique la variante de OgLuc o un fragmento de la misma, por ejemplo, 
uno para la complementación, o una fusión del mismo con actividad de luminiscencia. Por ejemplo, una molécula de 
ácido nucleico que comprende una secuencia de ácido nucleico que codifica una variante de OgLuc se liga 20 
opcionalmente operativamente a secuencias reguladoras de la transcripción, por ejemplo, uno o más potenciadores, 
un promotor, una secuencia de terminación de la transcripción o una combinación de los mismos, para formar un 
casete de expresión. La molécula de ácido nucleico o el casete de expresión se pueden introducir en un vector, por 
ejemplo, un plásmido o un vector viral, que incluya opcionalmente un gen marcador seleccionable, y el vector 
introducido en una célula de interés, por ejemplo, una célula procariota tal como E. coli, Streptomyces sp., Bacillus 25 
sp., Staphylococcus sp. y similares, así como células eucariotas, incluyendo una planta (dicotiledónea o 
monocotiledónea), hongo (incluyendo levadura, por ejemplo, Pichia, Saccharomyces o Schizosaccharomyces) o una 
célula de mamífero, lisados de la misma o en una mezcla de transcripción/traducción in vitro. Las células de 
mamífero incluyen, pero sin limitación, especies células bovinas, caprinas, ovinas, caninas, felinas, de primate no 
humano, por ejemplo, de simio y humanas. Las líneas celulares de mamífero incluyen, pero sin limitación, CHO, 30 
COS, HEK293, HeLa, CV-1, SH-SY5Y y NIH 3T3, aunque también se pueden usar otras numerosas líneas 
celulares. 
 
La expresión de una variante de OgLuc codificada puede ser controlada por cualquier promotor capaz de expresarse 
en células procariotas o células eucariotas incluyendo promotores sintéticos. Los promotores procarióticos incluyen, 35 
pero sin limitación, los promotores SP6, T7, TS, tac, bla, trp, gal, lac o de maltosa, incluyendo cualquier fragmento 
que tenga actividad de promotor. Los promotores eucariotas incluyen, pero sin limitación, promotores constitutivos, 
por ejemplo, promotores virales tales como promotores CMV, SV40 y RSV, así como promotores regulables, por 
ejemplo, un promotor inducible o reprimible tal como el promotor tet, el promotor hsp70 y un promotor sintético 
regulado por CRE, incluyendo cualquier fragmento que tenga actividad de promotor. La expresión de una variante de 40 
OgLuc codificada también se puede controlar por procesos posteriores a la transcripción, tales como por la 
regulación del procesamiento del ARN o la regulación de la traducción, por ejemplo, por ARNi, ARNim, ARNhc, 
ARNip o por ARN o la degradación de proteínas. La molécula de ácido nucleico, el casete de expresión y/o el vector 
desvelados en el presente documento se pueden introducir en una célula mediante cualquier método incluyendo, 
pero sin limitación, transformación mediada por calcio, electroporación, microinyección, lipofección y similares. 45 
 
Secuencias optimizadas, y vectores y células hospedadoras que codifican las variantes de OgLuc 
 
También se proporciona una molécula aislada de ácido nucleico (polinucleótido) que comprende una secuencia de 
ácido nucleico que codifica una variante de OgLuc descrita en el presente documento, un fragmento funcional de la 50 
misma o una de sus proteínas de fusión. La molécula de ácido nucleico aislada puede comprender una secuencia de 
ácido nucleico que esté optimizada para la expresión en al menos un hospedador seleccionado. Las secuencias 
optimizadas incluyen secuencias con optimización de los codones, es decir, los codones que se emplean más 
frecuentemente en un organismo con respecto a otro organismo, por ejemplo, un organismo alejado, así como 
modificaciones para añadir o modificar secuencias de Kozak y/o intrones y/o para eliminar las secuencias no 55 
deseadas, por ejemplo, sitios de unión de posibles factores de transcripción potencial. Dichas secuencias 
optimizadas pueden proporcionar una mayor expresión, por ejemplo, mayores niveles de expresión de proteínas, 
cuando se introducen en una célula hospedadora. Los ejemplos de secuencias optimizadas se desvelan en la 
patente de EE.UU. n.º 7.728.118 y las publicaciones de solicitud de patente de EE.UU. n.º 2008/0070299, 
2008/0090291 y 2006/0068395. 60 
 
El polinucleótido puede incluir una secuencia de ácido nucleico que codifique una variante de OgLuc descrita en el 
presente documento, cuya secuencia de ácido nucleico está optimizada para la expresión en una célula 
hospedadora de mamífero. Un polinucleótido optimizado ya no se puede hibridar con la secuencia no optimizada 
correspondiente, por ejemplo, no se hibrida con la secuencia no optimizada en condiciones de media o alta 65 
rigurosidad. El término "rigurosidad" se usa en referencia a las condiciones de temperatura, fuerza iónica y presencia 
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de otros compuestos, en las que se realizan las hibridaciones de ácidos nucleicos. Con condiciones de "alta 
rigurosidad", solo se producirá el apareamiento de bases de ácido nucleico entre fragmentos de ácido nucleico que 
tengan una alta frecuencia de secuencias de bases complementarias. Por lo tanto, las condiciones de rigurosidad 
"media" o "baja" a menudo se usan cuando se desea que los ácidos nucleicos que no sean completamente 
complementarios entre sí se hibriden o se apareen. En la técnica, se sabe bien que se pueden emplear numerosas 5 
condiciones equivalentes que comprendan condiciones de rigurosidad media o baja.  
 
El polinucleótido puede tener menos del 90 %, por ejemplo, menos del 80 %, de identidad de secuencia de ácido 
nucleico con la secuencia no optimizada correspondiente y, opcionalmente, codifica un polipéptido que tiene al 
menos 60 %, por ejemplo, al menos 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 %, 10 
de identidad de secuencia de aminoácidos con el polipéptido codificado por la secuencia no optimizada. También se 
proporcionan construcciones, por ejemplo, casetes de expresión y vectores que comprendan la molécula de ácido 
nucleico aislada, por ejemplo, con la secuencia de ácido nucleico optimizada, así como kits que comprendan la 
molécula de ácido nucleico aislada, la construcción o el vector. 
 15 
Una molécula de ácido nucleico que comprende una secuencia de ácido nucleico que codifica una variante de 
OgLuc descrita en el presente documento, un fragmento de la misma o una de sus fusiones se optimiza 
opcionalmente para la expresión en una célula hospedadora en particular y también opcionalmente se liga 
operativamente a secuencias reguladoras de la transcripción, por ejemplo, uno o más potenciadores, un promotor, 
una secuencia de terminación de la transcripción o una combinación de los mismos, para formar un casete de 20 
expresión. 
 
Una secuencia de ácido nucleico que codifica una variante de OgLuc desvelada en el presente documento, un 
fragmento de la misma o una de sus fusiones se optimiza mediante el reemplazo de codones, por ejemplo, al menos 
el 25 % de los codones de una secuencia de OgLuc parental por codones que se empleen preferentemente en una 25 
determinada célula (seleccionada). Los codones preferidos tienen una frecuencia relativamente alta de uso de 
codones en una célula seleccionada y, preferentemente, su introducción da lugar a la introducción de relativamente 
pocos sitios de unión a factores de transcripción para los factores de transcripción presentes en la célula 
hospedadora seleccionada, y relativamente pocos atributos estructurales no deseados distintos. Los ejemplos de 
atributos estructurales no deseados incluyen, pero sin limitación, sitios de enzimas de restricción, elementos de 30 
secuencias eucariotas, módulos de promotor de vertebrados y sitios de unión a factores de transcripción, elementos 
de respuesta, elementos de secuencia de E. coli, estructura secundaria de ARNm. Por lo tanto, el producto de ácido 
nucleico optimizado puede tener un mayor nivel de expresión debido a la mejor frecuencia de uso de los codones, y 
un menor riesgo de comportamiento de la transcripción inadecuado debido a un menor número de secuencias 
reguladoras de la transcripción no deseadas. 35 
 
Una molécula de ácido nucleico aislada y optimizada puede tener una composición de codones que difiera de la de 
la secuencia de ácido nucleico de tipo silvestre correspondiente en más del 30 %, 35 %, 40 % o más del 45 %, por 
ejemplo, 50 %, 55 %, 60 % o más de los codones. Los codones de ejemplo para su uso según lo desvelado en el 
presente documento son aquellos que se emplean más frecuentemente que al menos otro codón para el mismo 40 
aminoácido en un determinado organismo y, también pueden no ser codones de bajo uso en ese organismo y no ser 
codones de bajo uso en el organismo usado para clonar o rastrear la expresión de la molécula de ácido nucleico. 
Por otra parte, los codones para ciertos aminoácidos (es decir, aquellos aminoácidos que tienen tres o más 
codones) pueden incluir dos o más codones que se emplean más frecuentemente que el otro o los otros codones 
(no preferidos). La presencia de codones en la molécula de ácido nucleico que se emplean más frecuentemente en 45 
un organismo que en otro organismo genera una molécula de ácido nucleico que, cuando se introduce en las células 
del organismo que emplea esos codones más frecuentemente, se expresa en esas células a un nivel que es mayor 
que la expresión de la secuencia de ácido nucleico de tipo silvestre o parental en esas células. 
 
Los codones que son diferentes pueden ser los que se emplean con mayor frecuencia en un mamífero, mientras que 50 
los codones que son diferentes pueden ser los que se emplean más frecuentemente en una planta. Los codones 
preferidos para diferentes organismos se conocen en la técnica, por ejemplo, véase http://www.kazusa.or.jp./codon/. 
Un tipo particular de mamífero, por ejemplo, un ser humano, puede tener un conjunto diferente de codones 
preferidos que otro tipo de mamífero. Del mismo modo, un determinado tipo de planta puede tener un conjunto 
diferente de codones preferidos que otro tipo de planta. La mayoría de los codones que difieren pueden ser los que 55 
son codones preferidos en una célula hospedadora deseada. Los codones preferidos para organismos incluyendo 
los mamíferos (por ejemplo, seres humanos) y las plantas son conocidos en la técnica (por ejemplo, Wada et al., 
Nucl. Acids Res., 18:2367 (1990); Murray et al., Nucl. Acids Res., 17:477 (1989)). 
 
Ejemplos 60 

 
Ejemplo de referencia 1 - Síntesis de α-aminonitrilo (Compuesto 1): 
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Se cargó un matraz con bisulfito de sodio (71,4 mmol) y 17 ml de agua. A esto, se añadió una solución de aldehído 
(69,3 mmol) en 14 ml de tetrahidrofurano (THF) gota a gota a una velocidad que mantuvo la temperatura interna por 
debajo de 60 ºC. La suspensión resultante se agitó a temperatura ambiente durante 40 min y se añadió solución de 5 
hidróxido de amonio (4,85 ml) durante 2 min. La solución resultante se agitó magnéticamente mientras se calentaba 
en un baño de aceite a 60 ºC durante 1 hora y luego se dejó a temperatura ambiente durante la noche. La solución 
se enfrió en un baño de hielo/agua salada hasta que la temperatura interna resultó ser inferior a 5 ºC. A esto, se 
añadió una solución de cianuro de sodio (71,4 mmol) en 14 ml de agua gota a gota durante 30 min. La mezcla 
resultante se agitó a aproximadamente 10 ºC durante 20 min, 30 ºC durante 2 horas y a temperatura ambiente 10 
durante 18 h. La mezcla de reacción se extrajo en tres porciones de 200 ml de éter dietílico, y los extractos 
combinados se secaron sobre sulfato de sodio anhidro. La mezcla se filtró y la solución se enfrió en un baño de hielo 
durante 20 min. A la solución agitada, se añadió cloruro de hidrógeno gaseoso hasta que cesó la precipitación, y la 
suspensión se agitó durante 1 h. El sólido se aisló por filtración y se lavó con tres porciones de 50 ml de éter 
dietílico. El material se secó al vacío y se obtuvieron 6,4 g (47,5 mmol) de un sólido blanco (69 %). El procedimiento 15 
fue adaptado de: Freifelder y Hasbrouck, "Synthesis of Primary 1,2-Diamines by Hydrogenation of alpha-
Aminonitriles", Journal of the American Chemical Society, 82(3):696-698 (1960). 
 
Ejemplo de referencia 2 - Síntesis de oxima de 2-oxo-2-fenilacetaldehído (Compuesto 2): 

 20 
Se cargó un matraz con terc-butóxido potásico (58 mmol) y 63 ml de alcohol terc-butílico. La mezcla se agitó hasta 
que se formó una solución, y se añadió una solución de la benzofenona apropiada (50 mmol) en 35 ml de alcohol 
terc-butílico gota a gota durante 15 min. La mezcla de reacción se agitó durante 1 h, y se añadió el nitrito de isoamilo 
puro (75 mmol) durante cinco min. La mezcla de reacción se controló para determinar su finalización, y después se 
diluyó con 100 ml de heptanos. El sólido resultante (38 mmol) se recogió mediante filtración por succión y se secó a 25 
un peso constante al vacío. El procedimiento fue adaptado de: Hagedorn et al., Chem. Ber., 98:193 (1965). 
 
Ejemplo de referencia 3 - Síntesis de derivados de pirazina (Compuesto 3)  

 
Se dotó un matraz de 3 bocas de un termómetro, septo y línea de argón. A esto, se añadieron aminonitrilo 30 
(47,5 mmol), piridina seca (190 ml) y oxima (61,75 mmol). La mezcla se agitó bien durante 15 min, y se añadió 
complejo de tetra-cloro(bis-piridil)titanio (94,9 mmol) en cinco porciones durante 35 min, asegurándose de que la 
temperatura interna permaneciera por debajo de 40 ºC. Una vez completada la adición, se agitó la mezcla de 
reacción durante la noche a temperatura ambiente. Se añadió la mezcla de reacción lentamente a una solución de 
bicarbonato de sodio (21,75 g en 174 ml de agua) en pequeñas porciones. La mezcla resultante se agitó bien 35 
durante 15 min, y se añadieron 80 g de celite. La suspensión se agitó durante 30 min y se filtró a través de un 
embudo Buchner. El filtrado se retiró mediante un embudo de decantación, y la torta del filtro se suspendió en 400 
ml de metanol. La mezcla se agitó durante 30 min y se filtró de nuevo. Este proceso se repitió un total de cuatro 
veces. Los filtrados metanólicos se combinaron y se concentraron, y el resto se disolvió en 200 ml de acetato de etilo 
(EtOAc). Se añadió la solución al embudo de decantación que contenía el filtrado original, y la mezcla se extrajo 40 
adicionalmente con tres porciones de 100 ml de EtOAc. Los extractos combinados se lavaron con dos porciones de 
100 ml de carbonato de sodio saturado y dos porciones de 100 ml de solución de salmuera. El disolvente orgánico 
se evaporó, y se obtuvo óxido de pirazina bruto en forma de un aceite marrón. El material se disolvió en 3 ml de 
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metanol, y se añadieron 89 ml de diclorometano (DCM). A esta solución, se añadió polvo de cinc (80,7 mmol) y se 
obtuvo la mezcla enfriada en un baño de hielo hasta una temperatura interna de 15 ºC. La mezcla se trató con ácido 
acético glacial (3 ml) y se calentó a una temperatura interna de 30 ºC en un baño de aceite durante 40 min. La 
mezcla de reacción se enfrió hasta la temperatura ambiente y se filtró a través de un lecho corto de celite. La torta 
del filtro se enjuagó con DCM y los filtrados combinados se lavaron con una solución acuosa de bicarbonato sódico 5 
saturado. El producto bruto se purificó por cromatografía sobre gel de sílice usando un gradiente de heptano/EtOAc. 
Esto dio 2,9 g (29 %) de la pirazina como un sólido marrón. El procedimiento fue adaptado de: Kishi et al., "The 
structure confirmation of the light-emitting moiety of bioluminescent jellyfish". Tetrahedron Lett., 13(27):2747 (1972). 
 
Ejemplo de referencia 4 - Síntesis de coelenterazinas 10 

 
Método A: (los siguientes compuestos se pueden sintetizar mediante el Método A: compuestos PBI-3840, PBI-3886, 
PBI-3857, PBI-3887, PBI-3913, PBI-3894, PBI-3896, PBI-3897, PBI-3841 y PBI-3842) 

 
 15 
Se cargó un matraz con pirazina (8,25 mmol), ácido pirúvico (14,0 mmol), ácido alcanforsulfónico (0,8 mmol) y 2-
metil-THF anhidro (150 ml). Se dotó al matraz de un condensador y extractor soxhlet cargado con tamices 
moleculares de 4 angstrom, y la mezcla de reacción se calentó en un baño de aceite a 110 ºC durante 18 horas. Los 
tamices se reemplazaron por otros nuevos, y se continuó el reflujo durante 24 horas. La mezcla de reacción se filtró 
y se concentró, y el resto se disolvió en EtOAc (200 ml). Esta solución se lavó con tres porciones de 25 ml de 20 
solución saturada de bicarbonato sódico, 100 ml de tampón de acetato de sodio 0,1 M, pH 5 y 100 ml de solución de 
salmuera. La solución se secó sobre sulfato de magnesio, se filtró y se concentró, dando 2,3 g (6,2 mmol, 75 %) de 
la enamina/ácido en bruto. Este material se disolvió en THF anhidro (30 ml) y la solución se enfrió en un baño de 
hielo/agua durante 10 min. A esto, se añadieron la carbodiimida (9,0 mmol) y diisopropiletilamina pura (14,9 mmol). 
El baño frío se retiró después de 10 min y la mezcla de reacción se agitó a temperatura ambiente durante 3 h. A la 25 
mezcla de reacción, se añadieron 50 ml de tampón de acetato de sodio 0,1 M a pH 5, y la mezcla se agitó bien 
durante 10 min. La mezcla bifásica se extrajo con tres porciones de 100 ml de EtOAc y los extractos combinados se 
lavaron con solución de salmuera. La solución orgánica se concentró, y el residuo se purificó por cromatografía 
sobre gel de sílice usando un gradiente de DCM/metanol. Esto dio 336 mg (0,94 mmol, 16 %) de la 
deshidrocoelenterazina en forma de un sólido rojo. Este material se suspendió en 10 ml de metanol y la mezcla se 30 
enfrió en un baño de hielo. A esto, se añadió borohidruro de sodio (100 mg, 2,6 mmol) en tres porciones durante 1 h. 
La mezcla de reacción se agitó durante 30 min más, y se añadió ácido acético glacial puro gota a gota hasta que se 
alcanzó un pH 5. La solución se concentró y el residuo se trituró con 15 ml de agua. El sólido se aisló mediante 
filtración por succión y se secó al vacío durante varias horas, dando 318 mg (94 %) de la coelenterazina en bruto en 
forma de un sólido amarillo. El procedimiento fue adaptado de: Kakoi e Inoue, Chem. Lett. 11(3):299-300 (1980). 35 
 
Método B: (los siguientes compuestos se pueden sintetizar mediante el método B: compuestos PBI-3882, PBI-3932, 
PBI-3881)  
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Se cargó un matraz con el glioxal (2,2 mmol), aminopirazina (1,1 mmol), etanol (20 ml), HCl 12 N (0,6 ml) y agua 
(1 ml). La mezcla de reacción se calentó a reflujo durante 24 horas y se concentró. El resto se purificó por 
cromatografía en columna sobre gel de sílice usando un gradiente de DCM/metanol. Esto dio 100 mg (0,25 mmol, 5 
23 %) del producto de coelenterazina en forma de un sólido oscuro. El procedimiento fue adaptado de: Inoue et al. 
"Squid bioluminescence. II. Isolation from Watasenia scintillans and synthesis of 2-(p-hydroxybenzyl)-6-(p-
hydroxyphenyl)-3,7-dihydroimidazo[1,2-a]pyrazin- 3-one". Chem. Lett., 4(2):141-4 (1975). 
 
Método C: Síntesis de nuevas coelenterazinas (los siguientes compuestos se pueden sintetizar mediante el método 10 
C: PBI-3939, PBI-3945, PBI-3889, PBI-4002) 
 
El compuesto 4-(5-amino-6-bencilpirazin-2-il)fenol se puede preparar de acuerdo con métodos descritos previamente 
(Kishi et al., Tetrahedron Lett., 13: 2747 (1972); Mosrin et al., Organic Letters, 11: 3406 (2009); Kakoi, Chem. Pharm. 
Bull., 50: 301 (2002)). 15 
 
Síntesis de 2-amino-3-bencil-5-fenilpirazina. Se cargó un matraz de fondo redondo con 5 g (33,5 mmol) de 2-
isonitrosoacetofenona, 6,7 g (36,8 mmol) de clorhidrato de 2-amino-3-fenilpropanonitrilo y 100 ml de piridina seca. La 
mezcla se enfrió hasta -20 ºC, y se añadieron 4,6 ml (40,0 mmol) de TiCl4 gota a gota. La reacción se mantuvo a -
20 ºC durante 30 min y se calentó hasta 80 ºC durante 2,5 h. El disolvente se evaporó y el residuo se recogió en 1 l 20 
de DCM. Esta solución se lavó con solución saturada de NaHCO3 y salmuera. Todos los volátiles se evaporaron y el 
residuo se volvió a disolver en etanol (400 ml). Se añadió Ni Raney (2,0 g, suspensión acuosa), y la reacción se dejó 
en agitación durante 5 días bajo 1 atmósfera de hidrógeno. La mezcla se pasó a través de celite y las sustancias 
volátiles se eliminaron. El residuo se sometió a cromatografía sobre gel de sílice (heptano/DCM), dando 2,5 g (29 %) 
de 2-amino-3-bencil-5-fenilpirazina. 25 
 
Síntesis de clorhidrato de 2-amino-3-fenillpropanonitrilo. Se cargó un matraz de fondo redondo con 65 g (0,624 mol) 
de hidrogenosulfito de sodio y 150 ml de agua. Se añadió gota a gota una solución de 75 g (0,624 mol) de 
fenilacetaldehído en 150 ml de THF. Después de agitar durante 20 min, se añadieron 37 ml de hidróxido de amonio 
14 M en una porción, y la mezcla se calentó hasta 60 ºC durante 60 min. Tras enfriar hasta 0 ºC, la mezcla se diluyó 30 
con 150 ml de agua, y se añadió una solución de cianuro de sodio (27,5 g, 0,560 mol) en 100 ml de agua gota a 
gota, manteniendo la temperatura interna por debajo de 10 ºC. Tras la adición, la mezcla se calentó hasta 30 ºC 
durante 2 horas y se extrajo con éter. Después de secar con sulfato de sodio, se evaporaron todas las sustancias 
volátiles, y el residuo se disolvió en 3,5 l de éter y se trató con 400 ml de HCl etanólico 3,3 M. El precipitado 
resultante se filtró y se secó al vacío, dando 55 g (60 %) de producto. 35 
 
Síntesis de ácido 3-(furan-2-il)-2-oxopropanoico. A una matraz de 100 ml, se añadió 3-(furan-2-il)-2-oxopropanoato 
(940 mg) junto con 23 ml de NaOH 6 N frío. La mezcla insoluble se agitó en un baño de 90 ºC durante 5 min hasta 
que se disolvió. Se añadió HCl 1 N frío hasta que la solución se volvió ácida (aproximadamente 120 ml). Se extrajo 
la solución 2 veces con 50 ml de EtOAc. Las capas orgánicas combinadas se lavaron con 40 ml de salmuera y se 40 
secaron con Na2SO4. La solución se evaporó, proporcionando 540 mg de sólido marrón. El sólido se purificó 
adicionalmente mediante cromatografía líquida de alto rendimiento de fase inversa (HPLC) con rampa de ácido 
trifluoroacético acuoso al 97 % (TFA) a acetonitrilo (ACN).  
 
Síntesis de 3-(furan-2-il)-2-oxopropanoato de etilo. A una matraz de 500 ml que contiene la mezcla de isómeros 45 
(E/Z)-etil-2-formamido-3-(furan-2-il)acrilato (5,0 g), se añadió una solución enfriada de 220 ml de HCl 1,4 M (5 %) en 
etanol/agua a 50/50. Después de 5 h, la reacción se repartió entre 200 ml de EtOAc y 30 ml de salmuera. La capa 
acuosa se extrajo 2 veces con 50 ml de EtOAc. Las capas orgánicas combinadas se lavaron con 1 x 50 ml de agua y 
1 x 50 ml de salmuera, y se secaron sobre Na2SO4. Las capas orgánicas se evaporaron conjuntamente con 26 g de 
celite y se eluyeron a través de 80 g de oro de sílice con rampa de heptano a EtOAc. Las fracciones combinadas 50 
apropiadas se evaporaron, dando 2,1 g. 
 
Síntesis de (E/Z)-etil-2-formamido-3-(furan-2-il)acrilato. A un matraz de 500 ml, se añadieron 50 ml de éter dietílico, 
Cu2O (320 mg) y aldehído furilo (5,2 ml).Se enfrió el matraz en un baño de hielo, y se añadió 2-isocianoacetato de 
etilo (5,3 ml). Después de 1,5 horas, se añadió terc-butóxido de potasio (5 g) a la reacción. Después de 4 horas, se 55 
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filtró la reacción heterogénea. Se añadieron 60 ml de ácido cítrico al 30 % y 20 ml de EtOAc, y se agitó durante 10 
min. La capa acuosa se extrajo con 50 ml de EtOAc. Las capas orgánicas combinadas se secaron sobre sulfato de 
sodio anhidro. Las capas de EtOAc se evaporaron junto con 24 g de celite, y se eluyeron a través de 80 g de oro de 
sílice con rampa de heptano a EtOAc. El jarabe de color amarillo se usó sin purificación adicional. 
 5 
Síntesis de ácido 2-oxo-3-(tiofen-2-il)propanoico. A una matraz de 250 ml, se añadieron (E/Z)-5-(tiofen-2-
ilmetilen)imidazolidin-2,4-diona (5,0 g) y 100 ml de NaOH 6 N frío. La mezcla se calentó hasta 100 ºC durante 1 h. 
Se añadió HCl concentrado a la solución enfriada hasta la acidez (pH = 1). La mezcla se extrajo 8 veces con 50 ml 
de éter dietílico. Las capas de éter combinadas se lavaron con 50 ml de salmuera, se secaron sobre Na2SO4 y se 
evaporaron, dando 3,36 g de sólido. La muestra se purificó adicionalmente por recristalización con α,α,α-10 
trifluorotolueno, dando 1,63 g. 
 
Síntesis de (E/Z)-5-(tiofen-2-ilmetilen)imidazolidin-2,4-diona. A un matraz de 250 ml, se añadieron hidantoína (9,8 g) 
y tiofen-2-carbaldehído (10 g). A la mezcla, se goteó piperidina (9,6 ml). La mezcla se calentó hasta 100°ºC durante 
1 hora y después se vertió en 300 ml de HCl 1 N. El sólido se filtró, se lavó con agua y se secó al vacío, dando 4,9 g 15 
de sólido. 

 
 
Etapa 1 - En un vial de microondas (10 ml), se calentaron la fenilpirazin-2-amina apropiada (100 mg), el ácido 
pirúvico apropiado (2 equivalentes), DCM (1 ml) y 1,1,1-trifluoroetanol (1 ml) con agitación durante 30 min a 80 ºC. 20 
La reacción se coadsorbió en 2 gramos de celite, y los disolventes retiraron al vacío. Se cargó el Celite en 24 g de 
gel de sílice esférica y se eluyó con una rampa de heptanos a acetato de etilo. Las fracciones apropiadas se 
combinaron y se evaporaron. 
 
Etapa 2 - Se enfrió el material aislado en la etapa 1 disuelto en THF (0,5 ml) en un baño de hielo. Se añadieron 25 
anhídrido acético (25 µl), dimetilaminopiridina (8,5 mg) y trietilamina (25 µl). Después de 2 horas, la mayoría del THF 
se había eliminado al vacío. El producto se precipitó con una solución acuosa de ácido cítrico al 30 % (2 ml). El 
sólido se lavó con agua (2 ml) y después se disolvió en 3 ml de DCM. El DCM se lavó 1 vez con 2 ml de agua 
seguidos de 1 vez con 2 ml de salmuera. La capa de DCM se coadsorbió en 2 gramos de celite y el disolvente se 
eliminó al vacío. Se cargó el Celite en 12 g de gel de sílice esférica y se eluyó con una rampa de heptanos a DCM. 30 
Las fracciones apropiadas se combinaron y se evaporaron. 
 
Etapa 3 - Se enfrió el material de la etapa 2 disuelto en DCM (1 ml) en un baño de hielo. A la solución, se añadieron 
metanol (0,5 ml) y una solución de borohidruro de sodio en diglima (325 µl de 0,5 M). Después de 2 horas, se añadió 
ácido acético (10 µl), y se dividió rápidamente la solución entre una solución acuosa de ácido cítrico al 30 % (1 ml) y 35 
DCM (2 ml). La capa de DCM se coadsorbió en 1 gramo de Celite, y el disolvente se eliminó al vacío. Se cargó el 
Celite en 4 g de gel de sílice esférica y se eluyó con una rampa de DCM a EtOAc. Las fracciones apropiadas se 
combinaron y se evaporaron. 
 
Etapa 4 (solo si R" = OAc) - El material de la etapa 3 se disolvió en THF (200 µl) y se enfrió en un baño de hielo. Se 40 
añadió 1 equivalente de metóxido de potasio 1,35 M en THF a la solución. Tras 30 min, se dividió la reacción entre 
DCM (1 ml) y ácido cítrico al 30 % (1 ml). La capa de DCM se coadsorbió en 0,5 g de Celite, y el disolvente se 
eliminó al vacío. Se cargó el Celite en 4 g de gel de sílice esférica y se eluyó con una rampa de DCM a EtOAc. Las 
fracciones apropiadas se combinaron y se evaporaron. 
 45 
Método D: (los siguientes compuestos se pueden sintetizar mediante el método D: compuestos PBI-3899, PBI-3900, 
PBI-3925, PBI-3933, PBI-3946). En general, se condensó una aminopirazina con 2 equivalentes de un 2-oxoácido 
en una atmósfera de hidrógeno en presencia de catalizador de paladio. El ácido alfa-amino producido se purificó y 
posteriormente se activó para la condensación intramolecular, dando lugar a la imidazopirazinona correspondiente. 
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Ejemplo 5 - Síntesis de 8-bencil-6-(4-hidroxifenil)-2-propilimidazo[1,2-a]pirazin-3(7H)-ona 
 
Ácido 2-((3-bencil-5-(4-hidroxifenil)pirazin-2-il)amino)pentanoico. Se mezcló 4-(5-amino-6-bencilpirazin-2-il)fenol 5 
(100 mg, 0,36 mmol) con ácido 2-oxovalérico (84 mg, 0,72 mmol) en etanol (20 ml). Se añadió Pd/C (paladio al 10 % 
en carbón activo, 40 mg) y la mezcla de reacción se calentó hasta 65 ºC. Se burbujeó aire mediante gas N2 y se 
aplicó un globo de hidrógeno al matraz de reacción. La reacción se agitó continuamente durante 4 horas. Después 
de enfriar, se filtró y la solución resultante se purificó por cromatografía ultrarrápida (disolvente de elución: EtOAc al 
50 % en heptano), dando el producto en forma de un polvo amarillo (70 mg, 52 %). RMN de 1H (300 MHz, CD2Cl2, 10 
δ): 8,31 (s, 1H), 7,82 (d, 2H, J = 9,0 Hz), 7,31 (m, 5H), 6,92 (d, 2H, J = 9,0 Hz), 5,34 (s, 2H), 4,20 (m, 1H), 1,10 (m, 
2H), 0,98 (m, 2H), 0,87 (t, 3H); MS (ESI) m/z 378,3 (M+1). 
 
8-Bencil-6-(4-hidroxifenil)-2-propilimidazo[1,2-a]pirazin-3(7H)-ona. Se disolvió 2-((3-bencil-5-(4-hidroxifenil)pirazin-2-
il)amino)pentanoico (49 mg, 0,13 mmol) en DCM (10 ml). Se añadió piridina (0,5 ml) seguida de Ν,Ν'- 15 
diciclohexilcarbodiimida (54 mg, 0,26 mmol). La mezcla de reacción se agitó lentamente a temperatura ambiente 
durante 1 h. El disolvente se evaporó y el residuo se purificó por cromatografía ultrarrápida (disolvente de elución: 
EtOAc a DCM a metanol al 10 % en DCM), dando el producto en forma de un polvo amarillo (40 mg, 86 %). RMN de 
1H (300 MHz, CD3OD, δ): 7,35 (m, 8H), 6,88 (d, J = 9,0 Hz, 2H), 4,40 (s, 2H), 2,81 (t, J = 7,5 Hz, 2H), 1,81 (m, 2H), 
1,02 (t, J = 7,5 Hz, 3H); MS (ESI) m/z 359,0. 20 
 
Ejemplo 6 - Síntesis de 8-bencil-2-butil-6-(4-hidroxifenil)imidazo[1,2-a]pirazin-3(7H)-ona 
 
Ácido 2-((3-bencil-5-(4-hidroxifenil)pirazin-2-il)amino)hexanoico. Se mezcló 4-(5-amino-6-bencilpirazin-2-il)fenol 
(200 mg, 0,72 mmol) con la sal de sodio de ácido 2-cetohexanoico (220 mg, 1,44 mmol) en etanol (20 ml). Se añadió 25 
Pd/C (paladio al 10 % en carbón activo, 100 mg) con unas cuantas gotas de ácido acético, y se calentó la mezcla de 
reacción hasta 65 ºC. Se burbujeó aire mediante gas N2 y se aplicó un globo de hidrógeno al matraz de reacción. La 
reacción se agitó continuamente durante 4 horas. Tras volver a enfriar, se filtró y la solución resultante se purificó por 
cromatografía ultrarrápida (disolvente de elución: EtOAc al 50 % en heptanos), dando el producto en forma de un 
polvo amarillo (130 mg, 46 %). MS (ESI): m/z 392,2 (M+1). 30 
 
8-Bencil-2-butil-6-(4-hidroxifenil)imidazo[1,2-a]pirazin-3(7H)-ona. Se disolvió ácido 2-((3-bencil-5-(4-
hidroxifenil)pirazin-2-il)amino)hexanoico (130 mg, 0,33 mmol) en DCM (10 ml). Se añadió piridina (0,5 ml) seguida 
por Ν,Ν'-diciclohexilcarbodiimida (137 mg, 0,67 mmol). La mezcla de reacción se agitó lentamente a temperatura 
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ambiente durante 1 h. El disolvente se evaporó y el residuo se purificó mediante cromatografía ultrarrápida 
(disolvente de elución: EtOAc a DCM a metanol al 10 % en DCM), dando el producto en forma de un polvo amarillo 
(110 mg, 89 %). RMN de 1H (300 MHz, CD3OD, δ): 7,30 (m, 8H), 6,88 (d, 2H), 4,40 (s, 2H), 2,84 (t, 2H), 1,77 (m, 
2H), 1,51 (m, 2H), 0,89 (m, 3H); MS (ESI) m/z 374,3 (M + 1). 
 5 
Ejemplo 7-Síntesis de 8-bencil-2-etil-6-fenilimidazo[1,2-a]pirazin-3(7H)-ona (PBI- 3925) 
 
Ácido 2-((3-bencil-5-fenilpirazin-2-il)amino)butanoico. Se mezcló 3-bencil-5-fenilpirazin-2-amina (200 mg, 0,77 mmol) 
con ácido 2-oxobutírico (157 mg, 1,54 mmol) en etanol (20 ml). Se añadió Pd/C (paladio al 10 % en carbón activo, 
100 mg) y la mezcla de reacción se calentó hasta 65 ºC. Se burbujeó aire mediante gas N2 y se aplicó un globo de 10 
hidrógeno al matraz de reacción. La reacción se agitó continuamente durante 4 horas. Después de enfriar, se filtró y 
la solución resultante se purificó por cromatografía ultrarrápida (disolvente de elución: EtOAc al 50 % en heptano), 
dando el producto en forma de un polvo amarillo (90 mg, 34 %). RMN de 1H (300 MHz, CD2Cl2, δ): 7,72 (s, 1H), 
7,32-7,48 (m, 10H), 4,46 (s, 2H), 4,20 (m, 2H), 2,25 (c, 2H), 0,99 (t, 3H); MS (ESI): m/z 348,3 (M+1). 
 15 
Se disolvió ácido 2-((3-bencil-5-fenilpirazin-2-il)amino)butanoico en DCM (10 ml). Se añadió piridina (0,5 ml) seguida 
de N,N'-diciclohexilcarbodiimida (137 mg, 0,67 mmol). La mezcla de reacción se agitó lentamente a temperatura 
ambiente durante 1 h. El disolvente se evaporó y el residuo se purificó por cromatografía ultrarrápida (disolvente de 
elución: EtOAc a DCM a metanol al 10 % en DCM), dando el producto en forma de un polvo amarillo (110 mg, 
89 %). RMN de 1H (300 MHz, CD3OD, δ): 7,26 (m, 3H), 6,84-7,07 (m, 8H), 4,03 (s, 2H), 2,47 (c, J = 9,0 Hz, 2H), 0,96 20 
(t, J = 9,0 Hz, 3H); MS (ESI): m/z 330,2 (M+1). 
 
Ejemplo 8 - Síntesis de 8-bencil-6-fenil-2-(3,3,3-trifluoropropil)imidazo[1,2-a]pirazin-3(7H)-ona  

 
 25 
Ácido 5,5,5-trifluoro-2-oxopentanoico. Se disolvieron 4,4,4-trifluorobutirato de etilo (1 g, 5,88 mmol) y oxalato de 
dietilo (3,87 g, 26,5 mmol) en etanol. Se añadió etóxido de sodio (21 % en etanol, 2,09 g) a la solución y se agitó la 
mezcla de reacción durante 0,5 h. Se separó el disolvente por destilación, y el residuo se extrajo con EtOAc/agua. 
Las capas orgánicas se recogieron y se secaron sobre sulfato de sodio. Después de la filtración, se eliminó el 
disolvente, dando un líquido transparente. MS (ESI): m/z 269,1 (M-1). A continuación, se disolvió el líquido en HCl 30 
3 N (20 ml) y se sometió la mezcla de reacción a reflujo durante 4 h. Después de enfriar, se extrajo la mezcla de 
reacción con EtOAc. Las capas orgánicas se recogieron y se secaron sobre sulfato de sodio. Después de la 
filtración, se eliminó el disolvente y el residuo se usó directamente en la siguiente etapa. MS (ESI): m/z 169,7 (M-1). 
 
Ácido 5,5,5-trifluoro-2-((3-bencil-5-fenilpirazin-2-il)amino)butanoico. Se mezcló 3-bencil-5-fenilpirazin-2-amina 35 
(240 mg, 0,92 mmol) con ácido 5,5,5-trifluoro-2-oxopentanoico (150 mg, 0,88 mmol) en etanol (20 ml). Se añadió 
Pd/C (paladio al 10 % en carbón activo, 100 mg) y la mezcla de reacción se calentó hasta 65 ºC. Se burbujeó aire 
mediante gas N2 y se aplicó un globo de hidrógeno al matraz de reacción. La reacción se agitó continuamente 
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durante 4 horas. Después de enfriar, se filtró y la solución resultante se purificó por cromatografía ultrarrápida 
(disolvente de elución: EtOAc al 50 % en heptano), dando el producto en forma de un polvo amarillo (200 mg, 54 %). 
RMN de 1H (300 MHz, CD2Cl2, δ): 11,45 (s, 1H), 10,20 (s, 1H), 7,94 (s, 1H), 7,34 (m, 10H), 5,34 (s, 2H), 3,96-4,23 
(m, 2H), 3,02-3,28 (m, 2H); FNMR: -76,3; MS (ESI): m/z 416,1 (M+1). 
 5 
Coelenterazina (R1 = H, R2 = -CH2CH2CF3). Se disolvió ácido 5,5,5-trifluoro-2-((3-bencil-5-fenilpirazin-2-
il)amino)butanoico (100 mg, 0,24 mmol) en DCM (10 ml). Se añadió piridina (0,5 ml) seguida de N,N'-
diciclohexilcarbodiimida (100 mg, 0,48 mmol). La mezcla de reacción se agitó lentamente a temperatura ambiente 
durante 1 h. El disolvente se evaporó y el residuo se purificó por cromatografía ultrarrápida (disolvente de elución: 
EtOAc a DCM a metanol al 10 % en DCM), dando el producto en forma de un polvo amarillo (80 mg, 87 %). RMN de 10 
1H (300 MHz, CD2Cl2, δ): 7,36 (m, 11H), 3,43 (s, 2H), 1,60-1,92 (m, 4H); FNMR: 67,4 (t, J = 18 Hz); MS (ESI): m/z 
398,2 (M+1). 
 
Ejemplo 9 - Síntesis de 8-bencil-2-(furan-2-ilmetil)-6-fenillimidazo[1,2-a]pirazin-3(7H)-ona (PBI-3939) 

 15 
 
8-Bencil-2-(furan-2-ilmetil)-6-fenilimidazo[1,2-a]pirazin-3(7H)-ona: sintetizada a partir del método C usando ácido 3-
(furan-2-il)-2-oxopropanoico y 3-bencil-5-fenilpirazin-2-amina como materiales de partida. RMN de 1H (300 MHz, 
dmso) δ 8,88 (s, 1H), 8,02 (d, J = 7,9, 2H), 7,61-7,38 (m, 6H), 7,37-7,14 (m, 3H), 6,38 (s, 1H), 6,26 (d, J = 3,2, 1H), 
4,64 (s, 3H), 4,40 (s, 3H); masa exacta calculada para C24H20N3O2

+ m/z + 382,16; encontrada m/z+ 382. 20 
 
Ejemplo 10 - Síntesis de 8-bencil-6-fenil-2-(tiofen-2-ilmetil)imidazo[1,2-a]pirazin-3(7H)-ona (PBI-3889) 

 
8-Bencil-6-fenil-2-(tiofen-2-ilmetil)imidazo[1,2-a]pirazin-3(7H)-ona: sintetizada a partir del método C usando ácido 2-
oxo-3-(tiofen-2-il)propanoico y 3-bencil-5-fenilpirazin-2-amina como materiales de partida. RMN de 1H (300 MHz, 25 
dmso) δ 8,85 (s, 1H), 7,99 (d, J = 6,8, 2H), 7,63-7,02 (m, 10H), 6,94 (dd, J = 3,5; 5,1, 1H), 4,62 (s, 2H), 4,58 (s, 2H), 
2,69 (contaminado); masa exacta calculada para C24H20N3OS+ m/z+ 398,13, encontrada m/z+ 398. 
 
Ejemplo 11 - Síntesis de 8-ciclopropil-2-(4-hidroxibencil)-6-fenilimidazo[1,2-a]pirazin-3(7H)-ona (PBI-3897) 

 30 
8-Ciclopropil-2-(4-hidroxibencil)-6-fenilimidazo[1,2-a]pirazin-3(7H)-ona: sintetizada usando el método A con 3-
ciclopropil-5-fenilpirazin-2-amina y ácido 3-(4-hidroxifenil)-2-oxopropanoico como materiales de partida. Masa exacta 
calculada para C22H18N3O2

- m/z- 356,14, encontrada m/z- 356. 
 

35 
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Ejemplo 12 - Síntesis de 8-bencil-2-metil-6-fenilimidazo[1,2-a]pirazin-3(7H)-ona (PBI-3932) 

 
8-Bencil-2-metil-6-fenilimidazo[1,2-a]pirazin-3(7H)-ona: sintetizada usando el método B con 1,1-dimetoxipropan-2-
ona y 3-bencil-5-fenilpirazin-2-amina como materiales de partida. Masa exacta calculada para C20H18N3O+ m/z+ 
316,14, encontrada m/z+ 316. 5 
 
Ejemplo 13 - Síntesis de 2-(4-hidroxibencil)-8-metil-6-fenilimidazo[1,2-a]pirazin-3(7H)-ona (PBI-3896) 

 
2-(4-Hidroxibencil)-8-metil-6-fenilimidazo[1,2-a]pirazin-3(7H)-ona: sintetizada usando el método A con 3-metil-5-
fenilpirazin-2-amina y ácido 3-(4-hidroxifenil)-2-oxopropanoico como materiales de partida. RMN de 1H (300 MHz, 10 
dmso) δ 8,84 (s, 1H), 8,00 (d, J = 7,6, 2H), 7,47 (dd, J = 8,6; 16,2, 3H), 7,17 (d, J = 7,3, 2H), 6,69 (d, J = 8,4, 2H), 
6,26 (s, 4H), 4,17 (s, 2H), 2,86 (s, 3H), 2,48 (s, 1H). 
 
Ejemplo 14 - Síntesis de 8-bencil-2-(4-hidroxibencil)-6-fenilimidazo[1,2-a]pirazin-3(7H)-ona (PBI-3840) 

 15 
8-Bencil-2-(4-hidroxibencil)-6-fenilimidazo[1,2-a]pirazin-3(7H)-ona: sintetizada usando el método A con ácido 3-(4-
hidroxifenil)-2-oxopropanoico y 3-bencil-5-fenilpirazin-2-amina como materiales de partida. Masa exacta calculada 
para C26H22N3O2

+ m/z+ 408,17, encontrada m/z+ 408. 
 
Ejemplo 15 - Síntesis de Coelenterazina protegida (estabilizada) (PBI-4377) 20 
 
A una mezcla de PBI-3939, carbonato de potasio (1,1 equiv) y yoduro de potasio (1,1 equiv) en dimetilformamida 
(DMF), bajo una atmósfera de argón, se añadió un equivalente de pivalato de clorometilo a temperatura ambiente. 
Se controló el progreso de la reacción mediante cromatografía en capa fina y, al finalizar, la mezcla de reacción se 
enfrió en un baño de hielo durante varios minutos antes de la adición de un volumen de agua igual al volumen de 25 
reacción. La mezcla resultante se extrajo con un disolvente orgánico adecuado (por ejemplo, EtOAc) y el extracto se 
concentró, dando el producto en bruto. El material se purificó adicionalmente por cromatografía sobre gel de sílice. 
 
Ejemplo 16 - Síntesis de 8-bencil-2-((1-metil-1H-imidazol-2-il)metil)-6-fenilimidazo[1,2-a]pirazin-3(7H)-ona 
(PBI-4525), 8-bencil-6-(4-hidroxifenil)-2-((1-metil-1H-imidazol-2-il)metil)-6-fenilimidazo[1,2-a]pirazin-3(7H)-ona 30 
(PBI-4540) y 2-((1H-imidazol-2-il)metil)-8-bencil-6-fenilimidazo[1,2-a]pirazin-3(7H)-ona (PBI-4541) 
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A un matraz que contenía 10 mmol de derivado 1 o 2 de 2-metil-imidazol bajo una atmósfera de argón, se añadieron 
20 ml de THF seco, y la solución se enfrió en un baño de hielo seco/acetona hasta aproximadamente -78 ºC. A la 
mezcla fría, se añadieron 9,3 mmol de una solución de n-butil-litio (2,46 M en hexanos) gota a gota durante varios 5 
minutos. La solución resultante se agitó a aproximadamente -78 ºC durante 30 min, y se añadieron 6,7 mmol de 
compuesto 3 con una jeringa. La mezcla de reacción se agitó durante 3 horas y se inactivó con la adición de 20 ml 
de solución saturada de cloruro de amonio y 20 ml de solución saturada de bicarbonato sódico. El baño frío se retiró 
y, después de calentar hasta la temperatura ambiente, la mezcla se extrajo 3 veces con 100 ml de EtOAc. Los 
extractos combinados se secaron (MgSO4), se concentraron al vacío y los compuestos 4 o 5 en bruto se purificaron 10 
por cromatografía en columna usando gel de sílice (EtOAc/heptano). 
 
Se cargó un vial de microondas con 100 mg (1 eq) de compuesto 6 o 7 y 2 equivalentes de compuesto 8 o 9. A la 
mezcla, se añadieron 4,5 ml de etanol y 0,25 ml de HCl concentrado. La mezcla de reacción se calentó en un 
microondas a 100 ºC durante 1,5 h. La mezcla resultante se añadió a 50 ml de EtOAc y se lavó secuencialmente con 15 
20 ml de solución saturada de bicarbonato sódico y 20 ml de salmuera. La fase orgánica se concentró al vacío y el 
residuo se purificó mediante cromatografía en columna usando gel de sílice (metanol/diclorometano), dando los 
compuestos 10-12. 
 
Ejemplo 17 - Estabilidad y caracterización de la autoluminiscencia de las nuevas coelenterazinas 20 
 
Se determinaron la estabilidad y la caracterización de la autoluminiscencia de las nuevas coelenterazinas PBI-3939, 
PBI-3889, PBI-3945, PBI-4002 o PBI-3896. Una mayor estabilidad y una menor autoluminiscencia es una 
característica técnica atractiva en un sustrato/reactivo. 
 25 
Para determinar la estabilidad, se colocaron 20 µΜ de las nuevas coelenterazinas PBI-3939, PBI-3889, PBI-3945, 
PBI-4002 o PBI-3896, 30 µΜ de coelenterazina natural o 22 µΜ de coelenterazina-h conocida o coelenterazina-hh 
conocida en un tampón de reactivo indicador que contenía CDTA 50 mM, KCl 150 mM, DTT 50 mM, tiourea 35 mM, 
TERGITOL® NP-9 al 1 % (v/v) y MAZU® DF 204 al 0,1 %. Se incubaron muestras idénticas a temperatura ambiente 
(es decir, a 22-24 ºC) durante distintos períodos de tiempo y después se transfirieron a -70 ºC. Una vez recogidas y 30 
congeladas todas las muestras, se descongelaron y se mezclaron con 10 µl de lisado celular bacteriano que 
contenía la variante de OgLuc IV en 40 µl de DMEM sin rojo de fenol + PRIONEX® al 0,1 %. La luminiscencia de la 
muestra se leyó a los 5 min de la adición de IV. 
 
"T90" indica la cantidad de tiempo que tardó la señal luminiscente en desintegrarse en un 10 % (es decir, pérdida de 35 
actividad del 10 %) a temperatura ambiente, es decir, a 22 ºC. La tasa de desintegración de la señal luminiscente 
("T90") se determinó a partir de la pendiente del ajuste lineal de los datos representados como URL en función del 
tiempo, que se calculó a partir de la siguiente ecuación: t = In (A/A0) / (-k), donde A = intensidad en el tiempo t, A0 = 
intensidad en el tiempo 0 y k = la tasa de desintegración. Como se muestra en la Tabla 1, los valores de T90 para las 
coelenterazinas-h y -hh conocidas, las nuevas coelenterazinas PBI-3939, PBI-3889, PBI-3945, PBI-4002 y PBI-3896 40 
fueron superiores a los de la coelenterazina natural, lo que indica que estas coelenterazinas fueron compuestos más 
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estables que la coelenterazina natural. 
 
Para determinar la caracterización de la autoluminiscencia, se cultivaron las células HEK293 durante la noche a 
15.000 células por pocillo en DMEM + FBS al 10 % + piruvato. Se eliminó el medio y se reemplazó con 20 µΜ de 
cada una de las nuevas coelenterazinas mostradas en la FIG. 2, es decir, PBI-3939, PBI-3889, PBI-3945, PBI-4002, 5 
PBI-3841, PBI-3897, PBI-3896, PBI-3925, PBI-3894, PBI-3932 y PBI-3840, coelenterazina natural y coelenterazinas 
conocidas, coelenterazina-h y coelenterazina-hh, diluidas en medios independientes de CO2 más FBS al 10 %. La 
luminiscencia se midió poco después de la adición del sustrato en el luminómetro GLOMAX® (1 s/pocillo). La 
luminiscencia de fondo fue de 154 ± 15 URL. La Tabla 1 muestra la caracterización de la autoluminiscencia 
normalizada con respecto a la coelenterazina natural ("Autolum (normalizada con respecto a coel)"). Aunque la 10 
coelenterazina-h tuvo una mayor autoluminiscencia que la coelenterazina natural, el resto de coelenterazinas 
ensayadas resultó tener menos autoluminiscencia. 
 

Tabla 1: Experimentos de estabilidad y caracterización de la autoluminiscencia de IV con diversas 
Coelenterazinas 15 

ID del sustrato Estabilidad (pH 8) (T90 en h) 
Autolum (normalizada con respecto a 

coel) 

Coel 1,7 1 

Coel h 2,1 1,2 

Coel hh 2,0 0,3 

3939 4,1 0,2 

3889 2,9 0,2 

3945 3,3 0,5 

4002 3,5 0,6 

3841  0,1 

3897  0,1 

3896 2,8 0,1 

3894  0,2 

3932  0,1 

3840  0,2 

3925  0,2 

 
Ejemplo 18-Toxicidad de las nuevas coelenterazinas 
 
La toxicidad de las nuevas coelenterazinas se examinó en células HEK293. Se cultivaron las células HEK293 
durante la noche a 15.000/pocillo en DMEM + FBS al 10 % + piruvato. Se retiró el medio y se sustituyó con los 20 
nuevos compuestos de coelenterazina (o control de DMSO) diluidos en medio independiente del CO2 más FBS al 
10 %. La viabilidad celular se midió 24 horas después de la adición de los compuestos usando reactivo de ensayo 
CELLTITER-GLO® (Promega Corp.) de acuerdo con las instrucciones del fabricante y la luminiscencia se midió en el 
luminómetro GLOMAX® (1 s/pocillo). La Tabla 2 muestra la toxicidad de la coelenterazina natural, y la 
coelenterazina-h y la coelenterazina-hh conocidas, y las nuevas coelenterazinas PBI-3939, PBI-3889, PBI-3841, 25 
PBI-3897, PBI-3945, PBI-4002 y PBI-3840 en células HEK293. A excepción de PBI-3840, las nuevas 
coelenterazinas resultaron tener al menos la misma toxicidad que la coelenterazina-hh. Algunas de las nuevas 
coelenterazinas resultaron tener la misma toxicidad que la coelenterazina natural y la coelenterazina-h. 
 

Tabla 2: Toxicidad de diversas coelenterazinas en células HEK293 basada en CELLTITER-GLO® 30 

Sustrato 
Viabilidad (normalizada con respecto al control de 

vehículo (DMSO)) (%) 

Coelenterazina natural 100 

Coelenterazina h 100 

Coelenterazina hh 87 

PBI-3939 89 

PBI-3889 90 

PBI-3841 100 

PBI-3897 100 

PBI-3945 100 

PBI-4002 100 

PBI-3840 60 

 
Ejemplo 19 - Km de PBI-3939 
 
Para determinar la Km de PBI-3939, se purificó la variante de OgLuc L27V (descrita en el Ejemplo 26) a través de la 
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fusión HALOTAG® usando el Sistema de Purificación de Proteínas HALOTAG® de acuerdo con las instrucciones del 
fabricante, y se diluyeron en DMEM sin rojo de fenol y PRIONEX® al 0,1 %. Se añadieron 50 µl de tampón de ensayo 
(MES 100 mM, pH 6, tiourea 35 mM, TERGITOL® NP-9 al 0,5 % (v/v), CDTA 1 mM, DTT 2 mM y KCl 150 mM) con 
cantidades variables de PBI-3939-50 a 50 µl de enzima diluida (concentración final de enzima de aproximadamente 
20 pM), y se midió la luminiscencia a los 3 minutos a 22 ºC. Como los datos de la FIG. 3 demuestran, la Km de PBI-5 
3939 es de aproximadamente 10 µΜ. 
 
Ejemplo 20 - Caracterización de los compuestos PBI-4525, PBI-4540 y PBI-4541 
 
Se seleccionaron los compuestos PBI-4525, PBI-4540 y PBI-4541 por su capacidad para detectar la luminiscencia. 10 
Para el análisis, se añadieron 20 µΜ de cada compuesto a tampón de ensayo (MES 100 mM pH 6, tiourea 35 mM, 
TERGITOL® NP-9 al 0,5 % (v/v), CDTA 1 mM, DTT 2 mM y KCl 150 mM), que se ajustó a pH 7 con HEPES 100 mM 
pH 7 para crear un reactivo de ensayo. A continuación, se mezcló el reactivo de ensayo con la enzima L27V02 
purificada 36 pM (descrita en el Ejemplo 25B), en DMEM sin rojo de fenol y PRIONEX® al 0,1 %. Como control, se 
usó tampón de ensayo con PBI-3939 o PBI-4528 20 µΜ. La luminiscencia se midió como se ha descrito previamente 15 
3 min después de la adición del reactivo de ensayo a la mezcla de enzima. La Tabla 3 demuestra que los 
compuestos PBI-4525, PBI-4540 y PBI-4541 se pueden usar para detectar la luminiscencia de una luciferasa que 
utiliza coelenterazina. 
 

Tabla 3 20 

Comp. URL +/- 

4525 20.655 1.006 

4528 202.080 5.688 

3939 9.808.880 307.565 

4540 909 7 

4541 5.676 80 

 
Ejemplo 21 - Secuencia de patrones de OgLuc  
 
Se pueden reconocer familias de enzimas, incluyendo las diferentes clases de luciferasas, por tener estructuras 
tridimensionales comunes y actividad catalítica definida. Dado que las familias de enzimas comparten antecedentes 25 
evolutivos con otras familias de enzimas, también presentarán similitudes en sus estructuras tridimensionales. A 
través de diversos medios de análisis estructural y funcional, los inventores han determinado que OgLuc, como 
representante de las luciferasas de decápodos, tiene una estructura tridimensional sorprendentemente similar a las 
proteínas de unión a los ácidos grasos (FABP), lo que indica antecedentes evolutivos comunes. Por lo tanto, la 
luciferasa de decápodo puede definirse como aquella que tiene una estructura tridimensional característica similar a 30 
las FABP y la utilización de coelenterazina como sustrato para catalizar la emisión de la luminiscencia. Otras 
luciferasas, por ejemplo, luciferasa de luciérnaga, luciferasa de Renilla, luciferasa bacteriana, etc., tienen estructuras 
tridimensionales claramente distintas, lo que indica que pertenecen a diferentes familias de enzimas y no comparten 
antecedentes evolutivos. La luciferasa de dinoflagelado tiene una estructura tridimensional que presenta algunas 
similitudes con las FABP, lo que sugiere antecedentes evolutivos compartidos, pero no utiliza la coelenterazina como 35 
sustrato y, por tanto, no pertenecen a la misma familia de enzimas luciferasas de decápodo. 
 
Dado que las secuencias de aminoácidos no están tan bien conservadas como las estructuras tridimensionales, la 
definición de familias de enzimas basadas únicamente en las comparaciones de las secuencias puede ser difícil. Por 
ejemplo, a pesar de que todas las FABP tienen una forma tridimensional característica de barril, la comparación de 40 
sus secuencias de aminoácidos a menudo revela niveles muy bajos de identidad de secuencia. Sin embargo, la 
identidad de secuencia se puede usar para demostrar que las estructuras tridimensionales son comunes. Dos 
proteínas tendrán estructuras tridimensionales análogas si sus secuencias de aminoácidos se pueden alinear para 
revelar > 30 % de identidad de secuencia, preferentemente > 40 % de identidad de secuencia y lo más 
preferentemente > 50 % de identidad de secuencia (Chothia y Lesk, EMBO J. 5(4):823-826 (1986); Tramontano, 45 
Genomics, 4:402-405 (2003)). Por lo tanto, una proteína es una luciferasa de decápodo si, tras la alineación de su 
secuencia de aminoácidos con la secuencia de OgLuc, la identidad de secuencia es > 30 %, preferentemente > 
40 % y lo más preferentemente > 50 %, y la proteína puede utilizar coelenterazina como sustrato para catalizar la 
emisión de luminiscencia. 
 50 
Debido a las limitaciones estructurales necesarias para mantener la estructura tridimensional característica de una 
familia de enzimas, algunas partes de las secuencias de aminoácidos de una familia de enzimas presentan mayores 
cantidades de conservación (es decir, un mayor nivel de identidad de secuencia). Por lo tanto, estas regiones 
conservadas pueden servir como una prueba más de una estructura tridimensional común compartida entre dos 
proteínas. Un patrón de secuencia conservada, también denominado distintivo, motivo o identificación genética, se 55 
puede generar mediante métodos manuales o de cálculo que son conocidos en la técnica. Los patrones se pueden 
encontrar en bases de datos públicas tales como PROSITE (http://expasy.org/prosite; Sigrist et al., Nucleic Acids 
Res. 38(supl 1):D161-D166 (2010)). 
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Por ejemplo, se puede encontrar un patrón de aminoácidos conservados examinando un gran número de FABP 
conocidas. PROSITE (versión 20.67, de 05 de octubre de 2010) contiene un patrón de FABP (número de acceso 
PS00214, creado en abril de 1990, datos actualizados en abril de 2006). Este patrón de FABP abarca 18 posiciones 
de aminoácidos y se define como: 

 5 
donde: 
 

• se usan los códigos de una letra IUPAC convencionales para los aminoácidos. 

• Se usa el símbolo “x” para una posición en la que se acepta cualquier aminoácido. 

• Los aminoácidos alternativos de un sitio se indican enumerando los aminoácidos entre corchetes “[ ]” (por 10 
ejemplo: [ALT] representa la posibilidad de una Ala, Leu o Thr en la posición). 

• La ausencia de determinados aminoácidos de un sitio se indica mediante corchetes redondos “{ }” (por ejemplo: 
{AM} representa cualquier aminoácido de una posición excepto Ala y Met). 

• Cada posición de la secuencia (o elemento del patrón) se separa de su vecino por “-“. Cada posición de la 
secuencia se conoce como una "posición del patrón", por ejemplo [GSAIVK] se consideraría la posición 1 del 15 
patrón de Fórmula (VI), {FE} se considera la posición 2 del patrón de Fórmula (VI), etc. 

 
Aunque un patrón de secuencia conservado procede de una estructura tridimensional subyacente común, se pueden 
permitir algunos cambios en el patrón de secuencia sin interrupción en la estructura tridimensional. Por ejemplo, 
para algunos miembros de la familia de FABP, se encuentran diferencias en cuatro sitios del patrón PROSITE. Estos 20 
miembros adicionales de la familia de FABP incluyen cinco proteínas enumeradas en PROSITE como falsos 
negativos, es decir, los miembros de la familia de proteínas FABP que no han sido recogidos por el patrón FABP 
(números de acceso de la base de datos UniProt FBP12_HUMAN, FABP1_FASGI, FABP2_FASHE, FABPL_SCHBI, 
RET5_BOVIN) y una proteína conocida por tener un pliegue de FABP (número de acceso del Protein Data Bank 
2A02). Aunque OgLuc comparte una estructura tridimensional muy similar con las FABP, los patrones de secuencia 25 
de las secuencias de aminoácidos naturales y variantes también difieren ligeramente, con diferencias en 5 
posiciones del patrón PROSITE. El patrón de OgLuc puede comenzar en una posición correspondiente a la posición 
8 de la SEC ID NO: 1. Una sustitución, eliminación o inserción de aminoácidos del patrón de secuencia se cuenta 
como una diferencia. 
 30 
Con la combinación de la información de la secuencia de estas FABP adicionales y las variantes de OgLuc, se 
puede obtener un patrón de secuencia mejorado: 

 
La información de la secuencia usada para obtener este patrón se muestra en la Tabla 4. La columna 1 identifica la 
posición del patrón (enumeradas desde el extremo N-terminal al C-terminal; siendo la longitud del patrón de 18 35 
aminoácidos) y la columna 6 identifica la posición de la secuencia correspondiente de OgLuc (numeración de 
acuerdo con SEQ ID NO: 1). La columna 2 muestra el elemento del patrón de FABP PROSITE (Fórmula (VI)) para 
cada posición del patrón. La columna 3 enumera los aminoácidos presentes en seis miembros de la familia FABP 
que no están representadas por el patrón de FABP PROSITE. La columna 4 enumera los aminoácidos presentes en 
OgLuc (SEQ ID NO: 1) o las variantes de OgLuc que no están representadas por el patrón de PROSITE. La columna 40 
5 enumera el patrón mejorado ("patrón de OgLuc") (fórmula (VII)) creado combinando la información del patrón de 
las columnas 2, 3 y 4. La columna 7 enumera los aminoácidos de OgLuc (SEQ ID NO: 1) correspondientes a las 
posiciones del patrón de FABP PROSITE. La columna 8 enumera los aminoácidos encontrados en las secuencias 
de luciferasa de dinoflagelado (8 especies diferentes) en las posiciones correspondientes al patrón mejorado 
(números de acceso del GenBank 2021262A, AAA68491, AAC36472, AAV35379, AAV35380, AAL40676, 45 
AAL40677, AAV35378, AAV35377, AAV35381 y número de acceso del Protein Data Bank 1VPR). 
 
El patrón mejorado (Fórmula (VII)) sirve como indicativo (es decir, una identificación genética) de la estructura 
tridimensional de las proteínas compartida entre las FABP y OgLuc. Sin embargo, no es necesario coincidir 
estrictamente con este patrón para indicar concordancia de la estructura tridimensional. A partir de los ejemplos 50 
dados en el presente documento, una estructura tridimensional común puede existir incluso con hasta 5 cambios en 
el patrón. También, por ejemplo, si bien la luciferasa de dinoflagelado tiene una estructura tridimensional similar a las 
FABP y OgLuc, tiene 4 diferencias con el patrón mejorado. 
 
Por lo tanto, aunque es posible reconocer una proteína como una luciferasa de decápodo basándose en la similitud 55 
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de secuencia y en la utilización de la coelenterazina para la luminiscencia, se puede reconocer además por tener 
también el patrón de secuencia mejorado. En concreto, una proteína es una luciferasa de decápodo si, al alinear su 
secuencia de aminoácidos con SEQ ID NO: 1 o variantes de la misma, la identidad de secuencia es > 30 %, 
preferentemente > 40 % y lo más preferentemente > 50 %, y la proteína puede utilizar coelenterazina como sustrato 
para catalizar la emisión de luminiscencia, y la secuencia de aminoácidos que comienza en la posición 5 
correspondiente a la posición 8 de la SEC ID NO: 1 es: 

 
 
con no más de 5 diferencias, o más preferentemente no más de 4, 3, 2 o 1 diferencia, o lo más preferentemente sin 
diferencias, estando las diferencias en las posiciones correspondientes a la posición del patrón 1, 2, 3, 5, 8, 10, 12, 10 
14, 15, 17 o 18 de Fórmula (VII) de acuerdo con la Tabla 4. Las diferencias también pueden incluir huecos o 
inserciones entre las posiciones del patrón de la Tabla 4. 
 

Tabla 4: Patrones de secuencias de proteínas 

Posición 
del patrón 

Patrón de FABP 
PROSITE 

PS00214 

Otras FABP 
OgLuc wt y 
variantes 

Patrón e OgLuc 
Posición 
de OgLuc  

Secuencia 
wt de 
OgLuc 

Luc de Dinofl. 

1 
[GSAIVK] (SEQ 
ID NO: 427) 

  
[GSAIVK] (SEQ 
ID NO: 579) 

8 G G 

2 {FE}   {FE} 9 D R 

3 [FYW]   [FYW] 10 W W 

4 x   x 11 Q I 

5 
[LIVMF] (SEQ 
ID NO: 590) 

SY Q 
[LIVMFSYQ] 
(SEQ ID NO: 
591) 

12 Q T 

6 x   x 13 T [VI] 

7 x   x 14 A S 

8 {K}   {K} 15 G G 

9 x   x 16 Y G 

10 [NHG] K  
[NHGK] (SEQ ID 
NO: 580) 

17 N Q 

11 [FY] 
SILM (SEQ 
ID NO: 581) 

{FY} x 18 Q 
[AVTK] (SEQ 
ID NO: 582) 

12 [DE]   [DE] 19 D [AE] 

13 X   x 20 Q F 

14 
[LIVMFY] (SEQ 
ID NO: 583) 

  
[LIVMFY] (SEQ 
ID NO: 584) 

21 V I 

15 
[LIVM] (SEQ ID 
NO: 585) 

W F 
[LIVMWF] (SEQ 
ID NO: 586) 

22 L K 

16 {K}  K x 23 E 
[EKTQ] 
(SEQ ID NO: 
587) 

17 {G}   {G} 24 Q [AV] 

18 
[LIVMAKR] 
(SEQ ID NO: 
588) 

 G 
[LIVMAKRG] 
(SEQ ID NO: 
589) 

25 G [VI] 

 15 
Ejemplo 22 - Generación de variantes de OgLuc 
 
Datos experimentales 
 
A menos que se indique lo contrario, se generaron variantes adicionales de una secuencia de variante de OgLuc de 20 
partida con sustituciones aleatorias usando el sistema basado en la PCR mutagénica, propensa a errores 
GeneMorph II Random Mutagenesis Kit (Stratagene; Daughtery, PNAS EE.UU., 97(5):2029 (2000)), de acuerdo con 
las instrucciones del fabricante y la saturación del sitio de NNK (Zheng et al., Nucleic Acids Research, 32:e115 
(2004)). 
 25 
Se generaron otras variantes adicionales de una variante de OgLuc de partida que tenía mutaciones específicas 
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usando el kit de mutagénesis dirigida basada en oligo QuikChange Site-Directed Mutagenesis Kit (Stratagene; 
Kunkel, PNAS EE.UU., 82 (2): 488 (1985)), de acuerdo con las instrucciones del fabricante. 
 
Las variantes resultantes se construyeron en el contexto del pF1K FLEXI® para la expresión basada en el promotor 
de T7 (Promega Corp.). Como alternativa, las variantes resultantes se construyeron en el contexto del vector pF4Ag 5 
(una versión del PF4A disponible en el mercado (Promega Corp.), que contenía los promotores de T7 y CMV 
modificados para contener un sitio de unión a ribosomas de E. coli con o sin un HALOTAG® C-terminal (Promega 
Corp.; denominado en el presente documento "HT7") (Ohana et al., “Protein Expression and Purification”, 68: 110-
120 (2009)) para generar una proteína de fusión. Por ejemplo, para obtener variantes C1+A4E, se realizaron 
experimentos de mutagénesis de saturación de NNK en un fondo de vector pF1K. La biblioteca de C1+A4E se 10 
generó en un fondo de vector pF4Ag sin HT7 C-terminal. Las bibliotecas de QC27, QC27-9a e IVY se generaron en 
un fondo de vector pF4Ag con HT7 C-terminal. Las variantes basadas en IV se generaron en un fondo de vector 
pF4Ag sin HT7. Los vectores resultantes se usaron para transformar KRX de E. coli usando técnicas conocidas en la 
materia. 
 15 
Las variantes de OgLuc generadas se nombran por las sustituciones de aminoácidos identificadas en la variante y/o 
para el clon de E. coli que contenía la variante, por ejemplo, la FIG. 6A muestra, entre otros resultados, que el clon 
de E. coli 16C5 tiene la sustitución Q20R. 
 
Datos de la exploración 20 
 
Las bibliotecas resultantes se expresaron en E. coli y se realizó una exploración primaria con un sistema robótico de 
variantes de OgLuc que tenían una mayor producción de luz (es decir, mayor luminiscencia, mayor brillo o mayor 
emisión de luz) o un cambio en la especificidad relativa en comparación con la correspondiente variante de OgLuc 
de partida. La exploración robótica primaria se llevó a cabo de la siguiente manera: se usaron colonias individuales 25 
de la biblioteca generada para inocular medio mínimo en placas de 96 pocillos y se cultivaron a 37 ºC durante 17 a 
20 horas ("cultivo M1"). Se diluyó el cultivo M1 1:20 con medio mínimo recién preparado y se cultivó a 37 ºC durante 
17-20 horas ("cultivo M2"). Se diluyó el cultivo M2 1:20 en medios de inducción y se cultivó durante 17-20 horas a 
25 ºC con la inducción guiada, es decir, autoinducción (Stratagene; Daughtery, PNAS EE.UU., 97(5):2029 (2000)), 
de acuerdo con las instrucciones del fabricante, y saturación del sitio de NNK (Schagat et al., "KRX Autoinduction 30 
Protocol: A Convenient Method for Protein Expression". Promega Notes, 98:16-18 (2008)). Los medios de inducción 
contenían ramnosa y glucosa cuando se usaron las nuevas coelenterazinas PBI-3841, PBI-3842, PBI-3857, PBI-
3880, PBI-3881, PBI-3886, PBI-3887, PBI-3897, PBI-3896 o PBI-3894 como sustratos en la exploración primaria. 
Los medios de inducción no contenían ramnosa ni glucosa cuando se usaron coelenterazina natural, coelenterazina-
h conocida o las nuevas coelenterazinas PBI-3840, PBI-3889, PBI-3899 o PBI-3900 como sustratos en la 35 
exploración primaria. El uso de los diferentes medios de inducción se determinó basándose en la luminiscencia 
generada entre C1+A4E y las nuevas coelenterazinas, es decir, se usaron los medios de inducción que contenían 
ramnosa y glucosa con nuevas coelenterazinas que generaron menos luminiscencia con C1+A4E en comparación 
con las otras nuevas coelenterazinas con C1+A4E.  
 40 
Se lisaron diez µl de células inducidas usando 60 µl de tampón de lisis que contenía HEPES 300 mM, pH 8,0, 
tiourea 300 mM, 0,3 x tampón de lisis pasivo ("PLB"; Promega Corp. N.º de catálogo E194A), 0,3 mg/ml de lisozima 
y 0,003 U/µl de RQI Onasa, y se midió la luminiscencia con 50 µl de tampón de ensayo que contenía KCl 150 mM, 
COTA 1 mM, OTT 10 mM, TERGITOL® NP-9 al 0,5 % (v/v) y 20 µΜ de una coelenterazina natural, conocida o 
nueva como sustrato. Se tomaron mediciones de luminiscencia para cada variante 3 min después de la adición de 45 
reactivo, y los valores las unidades relativas de luminiscencia (URL) se normalizaron con respecto a una media de 8 
pocillos de control de la variante de OgLuc de partida correspondiente para cada placa. El ensayo se completó en un 
sistema robótico TECAN®. 
 
Se secuenciaron las variantes de OgLuc de interés usando técnicas de secuenciación convencionales conocidas en 50 
la técnica para identificar cualquier sustitución de aminoácido adicional de cada variante. Se realizó una exploración 
secundaria usando un sistema no robótico (manual) en los clones de variantes de interés. La exploración manual se 
realizó de la siguiente manera: se cultivaron clones de variantes, por triplicado, en placas de 96 pocillos, y se 
expresaron y se ensayaron como se describe para el ensayo automatizado, a excepción de la adición de tampón de 
ensayo de forma manual con una pipeta multicanal. Para cada variante, se midió la luminiscencia, se calculó la 55 
media y se normalizó con respecto a la variante de OgLuc de partida correspondiente. Se realizaron mediciones de 
luminiscencia usando un luminómetro TECAN® INFINITE® F500. 
 
Determinación del cambio en la especificidad relativa 
 60 
Se determinó la especificidad relativa de sustrato dividiendo la luminiscencia de una luciferasa en presencia de un 
sustrato de coelenterazina de ensayo entre la luminiscencia de la luciferasa en presencia de un sustrato de 
coelenterazina de referencia. Por ejemplo, la especificidad relativa se determinó dividiendo la luminiscencia de una 
luciferasa con una nueva coelenterazina desvelada en el presente documento entre la luminiscencia de la luciferasa 
con una coelenterazina diferente (por ejemplo, coelenterazina natural o conocida, o una nueva coelenterazina 65 
diferente de la presente divulgación). El sustrato de coelenterazina de ensayo y el sustrato de coelenterazina de 
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referencia que se compararon se consideraron un par de sustratos de comparación para determinar la especificidad 
de sustrato relativa. 
 
Se determinó un cambio en la especificidad de sustrato relativa dividiendo la especificidad de sustrato relativa de 
una luciferasa de ensayo usando un par de sustratos de comparación entre la especificidad de sustrato relativa de 5 
una luciferasa de referencia usando el mismo par de sustratos de comparación. Por ejemplo, un cambio en la 
especificidad relativa se determinó dividiendo la especificidad de sustrato relativa de una luciferasa de ensayo con 
una nueva coelenterazina descrita en el presente documento en comparación con una coelenterazina diferente (por 
ejemplo, coelenterazina natural o conocida, o una nueva coelenterazina diferente de la presente divulgación), entre 
la especificidad de sustrato relativa de una luciferasa de referencia con la misma nueva coelenterazina de la 10 
presente divulgación en comparación con la misma coelenterazina diferente usada para la luciferasa de ensayo. 
 
Se comparó la luminiscencia con una nueva coelenterazina con la luminiscencia con una nueva coelenterazina 
diferente. La luminiscencia con una coelenterazina natural o conocida se comparó con la luminiscencia con otra 
coelenterazina natural o conocida. La luminiscencia con una coelenterazina natural o conocida se comparó con la 15 
luminiscencia con una nueva coelenterazina. 
 
Un aumento de la luminiscencia (URL) para la variante de OgLuc en comparación con el molde de OgLuc de partida 
correspondiente para la nueva coelenterazina, y una disminución o ningún cambio en la luminiscencia de una 
coelenterazina de referencia eran indicativos de un cambio en la especificidad relativa. Una disminución de la 20 
luminiscencia de una variante de OgLuc tanto para la coelenterazina nueva como para la de referencia en 
comparación con la correspondiente OgLuc de partida, pero la mayor reducción de la luminiscencia de la variante de 
OgLuc con la coelenterazina nueva, también fueron indicativas de un cambio en la especificidad relativa. Un 
aumento de la luminiscencia de la variante de OgLuc en comparación con la OgLuc de partida correspondiente para 
la coelenterazina nueva y de referencia indicó una mejora de la actividad/estabilidad/expresión. Si la luminiscencia 25 
de la variante de OgLuc tanto con la coelenterazina nueva como la de referencia aumentó, pero el aumento de la 
luminiscencia con la coelenterazina nueva fue superior, ello indicó un aumento en la especificidad relativa y una 
mejora en la actividad/estabilidad/expresión de la variante de OgLuc. 
 
A. Variantes CI+A4E 30 
 
Se usó CI+A4E (SEQ ID NO: 2 y 3), anteriormente descrita en la solicitud de EE.UU. con nº de serie 12/773.002 
(solicitud publicada de EE.UU. n.º 2010/0281552) como una secuencia de partida principal (es decir, la secuencia 
parental) para la generación de variantes de OgLuc adicionales, sintéticas. CI+A4E tiene las siguientes sustituciones 
de aminoácidos: A4E, QIIR, A33K, V44I, A54F, P115E, Q124K y 138I y N166R, con respecto a SEQ ID NO: 1. La 35 
luminiscencia de CI+A4E que contiene lisados bacterianos, usando las nuevas coelenterazinas descritas en los 
Ejemplos 1-14 (véase la FIG. 4 para consultar ejemplos) como sustratos, se midió como se ha descrito 
anteriormente y en comparación con la luminiscencia usando coelenterazinas naturales y conocidas como sustratos 
(FIG. 5A-G). La FIG. 5A muestra la luminiscencia de C1+A4E usando coelenterazina natural (“coelenterazina”), PBI-
3880 conocida y las nuevas coelenterazinas PBI-3842, PBI-3857, PBI-3881, PBI-3882, PBI-3886 y PBI-3887 como 40 
sustratos. Las mediciones de luminiscencia usando coelenterazinas conocidas y nuevas se normalizaron con 
respecto a la luminiscencia de CI+A4E usando coelenterazina natural y las veces de reducción en comparación con 
la coelenterazina natural (FIG. 5B). Las Fig. 5C-E muestran la luminiscencia de C1+A4E usando coelenterazina 
natural y nuevas coelenterazinas PBI-3945, PBI-3894 y PBI-4002, respectivamente. La FIG. 5F muestra la 
luminiscencia de C1+A4E usando coelenterazina natural y las nuevas coelenterazinas PBI-3840, PBI-3897, PBI-45 
3889, PBI-3899 y PBI-3900. La FIG. 5G muestra la luminiscencia de C1+A4E usando coelenterazina natural, 
coelenterazina conocida PBI-3912 y las nuevas coelenterazinas PBI-3913, PBI-3925, PBI-3939, PBI-3933, PBI-
3932, PBI-3946, PBI-3841 y PBI-3896. Los datos indican que la variante C1+A4E puede usar cada una de las 
nuevas coelenterazinas como sustratos. 
 50 
Se generaron variantes C1+A4E que tenían al menos las sustituciones de aminoácidos identificadas en C1+A4E, a 
menos que se indique lo contrario. Se generó una biblioteca (Biblioteca 1) de 400 clones de variantes C1+A4E por 
mutagénesis aleatoria como se ha descrito anteriormente y se exploró como se ha descrito previamente para 
determinar la mejora del cambio de especificidad relativa y/o el cambio de actividad, por ejemplo, el brillo. Las 
variantes se realizó una exploración primaria con coelenterazina natural, coelenterazina-h conocida, PBI-3880 55 
conocida y las nuevas coelenterazinas PBI-3840, PBI-3841, PBI-3842, PBI-3857, PBI-3881, PBI-3886, PBI-3887, 
PBI-3889, PBI-3897 y PBI-3900 como sustratos. Además, la mitad de las variantes se exploró con las nuevas 
coelenterazinas PBI-3896 y PBI-3894 como sustratos. Se exploraron las placas que contenían variantes que tenían 
mutaciones conocidas de interés identificadas a partir de la exploración de los nuevos compuestos anteriores. Las 
variantes que mostraron una mejora (ya sea en el cambio especificidad relativa o en el cambio de actividad) para 60 
una o más de las nuevas coelenterazinas ensayadas en la exploración primaria se aislaron, se secuenciaron y se 
exploraron en una exploración secundaria. 
 
En la exploración manual secundaria, las variantes se ensayaron con las coelenterazinas conocidas PBI-3912, 
coelenterazina-h, coelenterazina-hh, 2-metil-coelenterazina y coelenterazina v; y las nuevas coelenterazinas PBI-65 
3840, PBI-3897, PBI-3889, PBI-3899, PBI-3900, PBI-3925, PBI-3944, PBI-3932, PBI-3945, PBI-3913 y PBI-3896 
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como sustratos. Las FIG. 6A-D resumen la luminiscencia media normalizada con respecto a C1+A4E para las 
variantes ("clon"). Las FIG. 6A-D resumen las sustituciones en estas variantes ("secuencia de aa"), que tenían por lo 
menos una de las siguientes sustituciones de aminoácidos adicionales: A14V, G15R, Q18L, Q20R, L22I, E23K, 
L27V, L27M, K33N, T39I, E49K, F54S, F54I, D55G, I56V, V58I, V58L, I59T, S66T, G67S, F68S, L72Q, M75K, I76N, 
F77T, F77C, K89E, I90V, I90T, L92H, H93R, M106K, Y109F, P113T, 30 I117F, T126R, V127A, L136M, D139G, 5 
P145L, S148T, C164S o A169V. 
 
Las sustituciones de aminoácidos de la posición 54, 92 y 109 fueron de interés, pues las sustituciones en estas 
posiciones proporcionaron una mayor producción de luz o mejor especificidad relativa, es decir, la especificidad 
alejada de la coelenterazina natural y hacia al menos una nueva coelenterazina, como se muestra en las FIG . 6A-C. 10 
La sustitución de aminoácido F54I en el clon 29H7 proporcionó una mayor producción de luz con la coelenterazina 
natural y varios de las nuevas coelenterazinas. La sustitución de aminoácido Q18L en el clon 40H11, la sustitución 
de aminoácido L92H en el clon 04A12 y la sustitución de aminoácido Y109F en el clon 43F9 proporcionó mejor 
especificidad relativa. 
 15 
La Tabla 5 enumera las variantes C1+A4E con una sustitución de aminoácido adicional en la posición 77, 92 o 109 
("cambio de aa"), generada como se ha descrito anteriormente. Estas variantes se analizaron para determinar la 
mayor producción de luz como se ha descrito anteriormente, es decir, se exploraron las variantes que eran al menos 
1,3 veces más brillantes que C1+A4E, usando coelenterazina natural, coelenterazina-hh conocida y las nuevas 
coelenterazinas PBI-3939, PBI-3894, PBI-3896, PBI-3897, PBI-3932 o PBI-3925 como sustrato. Los siguientes 20 
sustituciones adicionales produjeron una variante que era al menos 1,3 veces más brillante que C1+A4E: L92G, 
L92Q, L92S, L92A, L92M, L92H, L92Y, F77W, F77Y, F77S, F77T, F77V, F77A, F77G, F77C, F77D, F77M y Y109F. 
Como se muestra en la Tabla 5, las sustituciones L92H, F77W y F77A tuvieron las mejoras más espectaculares con 
PBI-3897, PBI-3896 y PBI-3932. 
 25 

Tabla 5: Saturación del sitio de las posiciones 77, 92 y 109 
Cambio de aa natural hh PBI-3939 PBI-3894 PBI-3896 PBI-3897 PBI-3932 PBI-3925 

L92G 2,2        

L92Q 2 1,8 1,6 1,3 1,4 2,8 1,4 3,4 

L92S 2,9    1,5 2,9 2,7 6 

L92A 2,5 1,3       

L92M  1,3       

L92H    2,2 21 9,1 3,4 5,9 

L92Y        2,5 

F77W 1,4  1,4 1,4 8,3 3,2 1,7 2,3 

F77Y     1,6 1,3 4,9 6,5 

F77S       2,6  

F77T       2,3  

F77V       2,3  

F77A       7,9 2,5 

F77G       3,1  

F77C       2,3  

F77D       1,5  

F77M       1,5 1,6 

Y109F     1,34 14   

 
Se generaron variantes C1+A4E adicionales (Grupo A) por mutagénesis dirigida como se ha descrito anteriormente 
para tener una sustitución adicional en al menos una de las siguientes posiciones de aminoácidos con relación a 
SEQ ID NO: 1: 18, 20, 54, 59, 72, 77, 89, 92, 109, 113, 127, 136 o 164. Se seleccionaron estas posiciones de 30 
aminoácidos porque, basándose en la exploración primaria y secundaria de la biblioteca 1, las sustituciones en estas 
posiciones habían aumentado la producción total de luz en comparación con C1+A4E usando al menos una de las 
siguientes como sustrato: las nuevas coelenterazinas PBI-3841, PBI-3896, PBI-3897, PBI-3894, PBI-3925 o PBI-
3932, o las coelenterazinas conocidas 2-metil-coelenterazina o PBI-3912. La FIG. 7 enumera las variantes ("Clon") y 
las sustituciones de aminoácidos adicionales contenidas en cada variante. Los clones de las variantes se ensayaron 35 
por triplicado como se describe para la exploración manual secundaria como se ha descrito anteriormente y 
normalizado con respecto a C1+A4E. Las FIG. 8A-B y 9 muestran la luminiscencia media normalizada de las 
variantes enumeradas en la FIG. 7 con varias coelenterazinas como sustratos. Las FIG. 8A-B y 9 muestran variantes 
ya sea con un gran aumento de la luminiscencia para los nuevos compuestos enumerados en comparación con 
C1+A4E, o ningún cambio o una disminución de la luminiscencia para la coelenterazina conocida en comparación 40 
con C1+A4E. El clon QC27, que tiene sustituciones de aminoácidos adicionales Q18L, F54I, L92H y Y109F, resultó 
tener un aumento de 561,32 veces de luminiscencia con PBI-3896, un aumento de 392,98 veces con PBI-3894 y un 
aumento de 283,85 veces con PBI-3896 en comparación con C1+A4E. Estos datos muestran que Q18L, L92H y 
Y109F se pueden combinar entre sí y con sustituciones adicionales, dando lugar a variantes con una mejor 
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especificidad relativa.  
 
Se combinaron otras sustituciones de interés identificadas a partir de la biblioteca 1 para generar variantes 
adicionales (Grupo B) (FIG. 10). Se crearon sustituciones de aminoácidos adicionales en al menos una de las 
siguientes posiciones de aminoácidos con relación a SEQ ID NO: 1: 18, 20, 54, 71, 77, 90, 92, 109 o 127. Estas 5 
sustituciones mostraron una mejoría con al menos una de las siguientes nuevas coelenterazinas como sustrato: PBI-
3841, PBI-3896, PBI-3897, PBI-3894, PBI-3925 o PBI-3932. Estas variantes se analizaron como se ha descrito para 
el grupo A de variantes usando coelenterazina natural, coelenterazina-hh conocida y las nuevas coelenterazinas 
PBI-3939, PBI-3945, PBI-3840, PBI-3932, PBI-3925, PBI-3894 y PBI-3896. Los clones de las variantes se ensayaron 
por triplicado como se ha descrito para la exploración manual secundaria como se ha descrito anteriormente y 10 
normalizado con respecto a C1+A4E. La FIG. 11 muestra la luminiscencia media normalizada de las variantes 
enumeradas en la FIG. 10 con las diversas coelenterazinas como sustratos. La FIG. 11 muestra variantes bien con 
grandes aumentos de la luminiscencia para las nuevas coelenterazinas enumeradas en comparación con C1+A4E, o 
sin cambio o una disminución de la luminiscencia para la coelenterazina natural y conocida en comparación con 
C1+A4E.  15 
 
Se generaron variantes adicionales con la sustitución de aminoácido adicional I90V y/o Y109F (Grupo C) y se 
compararon con las variantes generadas del Grupo A o B (véase la FIG. 12). Se compararon los clones que 
contenían las variantes con una sustitución I90V ("I90V"), una sustitución Y109F ("Y109F") o ambas sustituciones 
("LE2") con los clones QC #27, QC#2 E7, QC#2 F4 y QC#1 A11 usando ensayos como se ha descrito para los 20 
recombinantes del Grupo A con coelenterazina natural, coelenterazina-hh conocida y las nuevas coelenterazinas 
PBI-3939, PBI-3945, PBI-3889, PBI-3840, PBI-3925, PBI-3932, PBI-3894, PBI-3896 y PBI-3897 como sustratos 
(FIG. 12). Los clones de las variantes se ensayaron por triplicado como se ha descrito para la exploración manual 
secundaria como se ha descrito anteriormente y normalizado con respecto a C1+A4E (FIG. 12). La FIG. 12 muestra 
variantes ya sea con grandes aumentos de la luminiscencia para las nuevas coelenterazinas enumeradas en 25 
comparación con C1+A4E, y ningún cambio o una reducción de la luminiscencia para la coelenterazina natural o 
conocida en comparación con C1+A4E. La FIG. 12 muestra que I90V proporcionó una mayor producción de luz para 
la coelenterazina natural y varios de los nuevos sustratos. 
 
B. Variantes QC27 30 
 
La variante QC27 (SEQ ID NO: 4 y 5) de A, que tiene las sustituciones de aminoácidos adicionales Q18L, F54I, 
L92H y Y109F, se clonó en un vector PF4A modificado como se ha descrito anteriormente para crear una proteína 
de fusión de HT7 C-terminal (Promega Corp.) ("QC27-HT7") (SEQ ID NO: 44 y 45). Se generaron 4.400 variantes de 
QC27-HT7 (Biblioteca 2) por mutagénesis aleatoria como se ha descrito anteriormente, y se realizó una exploración 35 
primaria para determinar el aumento en el cambio de especificidad relativa como se ha descrito anteriormente 
usando coelenterazina natural y las nuevas coelenterazinas PBI-3896 y PBI-3897 como sustratos. Se seleccionaron 
los clones de las variantes, se secuenciaron y se analizaron en una exploración manual secundaria como se ha 
descrito anteriormente usando coelenterazina natural, coelenterazina-hh conocida y las nuevas coelenterazinas PBI-
3897, PBI-3896 y PBI-3894 como sustratos. 40 
 
La FIG. 13 enumera las sustituciones de aminoácidos adicionales ("Secuencia") identificadas en estas variantes 
("Muestra") y la luminiscencia de las variantes usando coelenterazina natural, coelenterazina-hh conocida y las 
nuevas coelenterazinas PBI-3897, PBI-3896 y PBI-3894 como sustratos en la exploración secundaria normalizada 
con respecto a la QC27-HT7 de partida correspondiente. Las variantes de la FIG. 14 tenían al menos una de las 45 
siguientes sustituciones de aminoácidos adicionales: F1I, R11Q, L18I, L18Q, V21L, V21M, L22F, F31I, Q32H, V45E, 
L46Q, S47P, G48R, E49D, G51E, D55E, G67S, F68Y, F68L, Q69H, L72Q, E74K, E74I, M75K, I76F, I76V, H86R, 
I90T, H92Q, H92R, T96A, V98F, I99V, I99T, V102M, M106I, F109Y, L142V, V158I, T159S, L168F o G170R (G170R 
está situada en la región enlazadora entre HT7 y la variante de OgLuc).  
 50 
Las sustituciones de aminoácidos F68Y de la variante 24B12, L72Q de la variante 29C4 y M75K de la variante 3H11 
proporcionaron una mayor producción de luz para la coelenterazina natural y varios de los nuevos sustratos. Las 
sustituciones de aminoácidos V21L de la variante 25A11 y H92R de la variante 1B6 proporcionaron una mejor 
especificidad relativa. Ambas sustituciones fueron casos en los que las señales de luminiscencia se redujeron 
usando las nuevas coelenterazinas como sustratos, pero se redujeron más usando coelenterazinas naturales y 55 
conocidas como sustratos. 
 
Se generaron variantes QC27-HT7 adicionales que tenían sustituciones de aminoácidos específicas (FIG. 14) 
usando mutagénesis dirigida como se ha descrito anteriormente. Se realizaron sustituciones adicionales en al menos 
una de las siguientes posiciones de aminoácidos con respecto a SEQ ID NO: 1: 21, 68, 72, 75, 76, 90, 92 y 158, ya 60 
que estas posiciones mostraron una mejora en el cambio de especificidad relativa, como se muestra en la FIG. 14. 
La FIG. 15 muestra la luminiscencia de las variantes QC27-HT7 usando coelenterazina natural, coelenterazina-hh 
conocida y las nuevas coelenterazinas PBI-3897, PBI-3841, PBI-3896 y PBI-3894 como sustratos normalizados con 
respecto a la QC27-HT7 de partida correspondiente. Como se observa en la FIG. 15, la combinación de las tres 
sustituciones de aminoácidos F68Y, L72Q y M75K con VI58I, como, por ejemplo, en la variante QC27#1, 65 
proporcionaron una mayor producción de luz para cada coelenterazina ensayada. 
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C. Variantes QC27-9a 
 
Se usó la variante QC27-9a (SEQ ID NO: 6 y 7) de B, una proteína de fusión QC27-HT7 con las sustituciones de 
aminoácidos adicionales V21L, H29R, F68Y, L72Q, M75K y VI58I, como secuencia de partida para generar una 
biblioteca. Se generaron 4.400 variantes de QC27-9a (Biblioteca 3) por mutagénesis aleatoria como se ha descrito 5 
anteriormente y se exploraron para determinar el aumento del cambio en la especificidad relativa mediante 
coelenterazina natural y las nuevas coelenterazinas PBI-3841 y PBI-3897. Se seleccionaron clones de las variantes, 
se secuenciaron y se analizaron en una exploración manual secundaria como se ha descrito anteriormente usando 
coelenterazina natural, coelenterazina-hh conocida, coelenterazina-h conocida y las nuevas coelenterazinas PBI-
3841 y PBI-3897 como sustratos. La FIG. 16 enumera las sustituciones adicionales ("cambio de aa") identificadas en 10 
las variantes ("Muestra") y la luminiscencia media de las variantes que usan coelenterazina natural, coelenterazina-
hh conocida, coelenterazina-h conocida y las nuevas coelenterazinas PBI-3841 y PBI-3897 como sustratos en la 
exploración secundaria normalizada con respecto a la correspondiente QC27-9a de partida. El aumento de la 
especificidad relativa representa casos en los que había una reducción de la luminiscencia para la variante con las 
coelenterazinas nuevas, naturales y conocidas en comparación con el molde de partida, pero la luminiscencia con 15 
las coelenterazinas naturales y conocidas disminuyó más. Por ejemplo, la variante 30D12 con la sustitución de 
aminoácidos L22F tuvo una pérdida de aproximadamente tres veces de actividad con las nuevas coelenterazinas 
PBI-3841 y PBI-3897. Sin embargo, con coelenterazina natural, coelenterazina-h conocida y coelenterazina-hh 
conocida, la luminiscencia de la variante 30D12 se redujo en diez veces o más. 
 20 
La FIG. 17 muestra una comparación de la luminiscencia de C1+A4E, QC27-HT7 y QC27-9a en comparación con la 
luciferasa de Renilla humanizada (denominada en el presente documento "hRL") (SEQ ID NO: 30 y 31) usando 
coelenterazina natural, coelenterazina-hh conocida y las nuevas coelenterazinas PBI-3841 y PBI-3897 como 
sustratos. Aunque la reacción de QC27-9a con PBI-3897 fue más brillante que QC27-9a con PBI-3841 (véase la 
FIG. 17), la tendencia de la evolución, es decir, la magnitud de mejora de la luminiscencia, fue mayor para PBI-3841 25 
(Tabla 6). La combinación de la mejora de la luminiscencia (440 veces) con la disminución de la luminiscencia para 
la coelenterazina natural (800 veces) indicó un cambio en la especificidad relativa (350.000 veces) de QC27-9a 
usando PBI-3841 en comparación con la coelenterazina natural. 
 

Tabla 6: Cambio en la especificidad relativa de las variantes de OgLuc para PBI-3897 y PBI-3841 en 30 
comparación con la coelenterazina natural y coelenterazina-hh 

Compuesto Tendencia 
evolutiva: 

C1A4E a QC27 
#9a 

Cambio en la especificidad relativa (nueva 
coelenterazina/coelenterazina natural) 

coelenterazina BAJADA x 800  
Coelenterazina-

hh 
BAJADA x 300  

PBI-3897 SUBIDA x 100 x 80.000 
PBI-3841 SUBIDA x 440 x 350.000 

 
D. Variantes IVY  
 
IVY (SEQ ID NO: 8 y 9), una variante C1+A4E con las sustituciones de aminoácidos adicionales F54I, I90V y F77Y, 35 
se clonó en un vector pF4A modificado como se ha descrito anteriormente para crear una proteína de fusión HT7 C-
terminal ("IVY-HT7"). Se generaron 4.400 variantes de IVY-HT7 (Biblioteca 4) por mutagénesis aleatoria y se 
seleccionaron para determinar el aumento de producción de luz (es decir, el aumento del brillo) y el aumento de la 
especificidad relativa usando coelenterazina natural, coelenterazina-hh conocida y las nuevas coelenterazinas PBI-
3840, PBI-3889 PBI-3925, PBI-3932 y PBI-3945 como sustratos. Se seleccionaron clones de variantes, se 40 
secuenciaron y se ensayaron por triplicado en una exploración secundaria como se ha descrito anteriormente 
usando coelenterazina natural, coelenterazina-hh conocida y las nuevas coelenterazinas PBI-3889, PBI-3939, PBI-
3945 y PBI-4002 como sustratos. Las FIG. 18 y 19 se enumeran las sustituciones adicionales ("cambio de aa") 
identificadas en las variantes ("Muestra") y la luminiscencia media de las variantes normalizadas con respecto a IVY-
HT7 usando coelenterazina natural, coelenterazina-hh conocida y las nuevas coelenterazinas PBI-3889, PBI-3939, 45 
PBI-3945 y PBI-4002 como sustratos en la exploración secundaria. La FIG. 18 enumera las variantes seleccionadas 
basadas en el rendimiento con PBI-3945 (Grupo A), que tenía al menos una de las siguientes sustituciones de 
aminoácidos: Q18H, D19N, Q20P, Q32P, K33N, V38I, V38F, K43N, I44F, E49G, I60V, Q69H, I76N, Y77N, Y94F, 
G95S, G95D, F110I, V119M, K124M, L149I o R152S. La FIG. 19 enumera las variantes seleccionadas basándose 
en el rendimiento con PBI-3889 (Grupo B), que tenía al menos una de las siguientes sustituciones de aminoácidos: 50 
F6Y, Q18L, L27V, S28Y, Q32L, K33N, V36E, P40T, Q42H, N50K, G51R, H86L, N135D o I155T. 
 
Se generaron variantes de IVY-HT7 adicionales que tenían sustituciones de aminoácidos específicas adicionales 
usando mutagénesis dirigida tal como se ha descrito anteriormente. La FIG. 20 enumera variantes con al menos una 
de las siguientes posiciones de aminoácidos adicionales con respecto a la SEQ ID NO: 1: 19, 20, 27, 32, 38, 43, 49, 55 
58, 77, 95, 110 y 149, ya que estas sustituciones se identificaron en las variantes de la FIG. 18, que mostró 
especificidad hacia PBI-3945 y PBI-4002. La FIG. 21 muestra la luminiscencia de las variantes enumeradas en la 
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FIG. 20 normalizada con respecto a IVY-HT7 usando coelenterazina natural, coelenterazina-h conocida, 
coelenterazina-hh conocida y las nuevas coelenterazinas PBI-3939, PBI-3945, PBI-4002, PBI-3932 y PBI-3840 como 
sustratos. Ninguna de las variantes mostró una mejora con respecto IVY-HT7, pero hubo casos, tales como la 
variante C5.19 (SEQ ID NO: 12 y 13), en los que la luminiscencia con un coelenterazina natural o conocida se redujo 
aproximadamente 3-4 registros, pero la luminiscencia con PBI-3945 y PBI-4002 disminuyeron solo dos veces. La 5 
variante C5.19 tiene las sustituciones de aminoácidos adicionales L27V, V38I y L149I. 
 
La FIG. 22 enumera variantes con al menos una de las siguientes posiciones de aminoácidos adicionales con 
respecto a la SEQ ID NO: 1: 6, 18, 27, 28, 33, 34, 36, 40, 50, 51, 135 y 155, ya que estas sustituciones se 
identificaron en las variantes de la FIG. 19, que mostraron especificidad hacia PBI-3889 y PBI-3939. La FIG. 23 10 
muestra la luminiscencia de las variantes enumeradas en la FIG. 21 usando coelenterazina natural, coelenterazina-h 
conocida, coelenterazina-hh conocida y las nuevas coelenterazinas PBI-3939, PBI-3945, PBI-3889, PBI-4002, PBI-
3932 y PBI-3840 como sustratos normalizados con respecto a la IVY-HT7. La luminiscencia se redujo para cada una 
de las variantes en comparación con IVY-HT7. La variante C1.3 (SEQ ID NO: 10 y 11) resultó tener 
aproximadamente 2.000 veces más luminiscencia con PBI-3939 que con la coelenterazina natural o conocida. La 15 
variante C1.3 tiene las sustituciones de aminoácidos adicionales F6Y, K33N, N135D e I155T. 
 
Las mejores variantes de IVY-HT7 para el cambio de especificidad relativa en comparación con hRL e IVY HT7 
fueron C5.19, que tuvo la mejor luminiscencia con PBI-3945, y C1.3, que tuvo la mejor luminiscencia con PBI-3889. 
La FIG. 24 muestra la luminiscencia de hRL, IVY-HT7, C5.19 (una fusión de HT7 C-terminal) y C1.3 (una fusión de 20 
HT7 C-terminal) con coelenterazina natural, coelenterazina-h conocida, coelenterazina-hh conocida y las nuevas 
coelenterazinas PBI-3939 y PBI-3945. 
 
E. Variantes IV 
 25 
IV (SEQ ID NO: 14 y 15), una variante C1+A4E con las sustituciones de aminoácidos adicionales F54I e I90V, se 
generó como se ha descrito previamente. Para determinar la variante más brillante para su uso como un indicador 
de la transcripción, se midió la luminiscencia como se ha descrito previamente proporcionada para C1+A4E (SEQ ID 
NO: 2 y 3), IVY (SEQ ID NO: 8 y 9) e IV (SEQ ID NO: 14 y 15) usando coelenterazina natural, coelenterazina-hh 
conocida y las nuevas coelenterazinas PBI-3939, PBI-3945, PBI-3889 y PBI-4002 como sustratos. hRL se usó como 30 
control. Como se observa en la FIG. 25, IV fue más brillante que tanto C1+A4E como IVY. La sustitución de 
aminoácido F54I en IV proporcionó una mayor producción de luz para la coelenterazina natural y varios de los 
nuevos sustratos. Las tres variantes fueron más brillantes que hRL con los coelenterazinas ensayadas. 
 
Se revisaron los datos de la A, B y D (es decir, la exploraciones de las bibliotecas generadas a partir de C1+A4E, 35 
IVY y QC27 como secuencias de partida) para determinar aquellas sustituciones de aminoácidos adicionales con 
aumento de la producción de luz (es decir, el aumento del brillo) con varias coelenterazinas. Se generaron variantes 
de IV como se ha descrito previamente que tenían sustituciones adicionales con menor especificidad hacia la 
coelenterazina natural en dos a diez veces. Como se enumera en la FIG. 26, las variantes de IV ("clon") tenían una 
sustitución de aminoácido adicional ("Secuencia") de al menos una de las siguientes sustituciones de aminoácidos: 40 
F1I, E4K, Q18L, L27V, K33N, V38I, F68Y, M70V, L72Q, M75K o V102E. 
 
Se realizó una exploración primaria en dieciséis placas de clones de variantes para todas las combinaciones de 
sustituciones de aminoácidos y se ensayaron usando el método de robótica automatizado descrito previamente con 
coelenterazina natural, coelenterazina-h conocida, coelenterazina-hh conocida y las nuevas coelenterazinas PBI-45 
3889 y PBI-3945 como sustratos. Se seleccionaron variantes con una mejor luminiscencia, se secuenciaron y se 
ensayaron por triplicado usando la exploración manual como se ha descrito anteriormente. Se midió la luminiscencia 
usando coelenterazina natural, coelenterazina-h conocida, coelenterazina-hh conocida y las nuevas coelenterazinas 
PBI-3889, PBI-3939, PBI-3945 y PBI-4002 como sustratos. Se usaron las correspondientes secuencias de partida IV 
y hRL como controles. 50 
 
La FIG. 26 enumera las variantes y las sustituciones de aminoácidos adicionales identificadas en las variantes. La 
FIG. 27 muestra la luminiscencia media de las variantes en la exploración secundaria normalizada con respecto a IV. 
La variante 8A3 (SEQ ID NO: 26 y 27), que tiene las sustituciones de aminoácidos adicionales F1I, L27V y V38I, 
resultaron tener mejor especificidad relativa con las nuevas coelenterazinas, pero no fue más brillante que IV. La 55 
variante 8F2 (SEQ ID NO: 46 y 47), que tiene la sustitución de aminoácidos adicional L27V, ofreció mejor 
especificidad relativa y brillo con 3 de las 4 nuevas coelenterazinas usadas. La variante 9B8 (SEQ ID NO: 18 y 19), 
que tiene las sustituciones de aminoácidos adicionales Q18L, F68Y, L72Q y M75K, fue más brillante para todos los 
substratos y ofreció alguna ventaja de especificidad relativa frente a la coelenterazina natural también. La variante 
9F6 (SEQ ID NO: 20 y 21), que tiene las sustituciones de aminoácidos adicionales Q18L, L27V, V38I, F68Y, L72Q y 60 
M75K, mostró mejoras similares como se ha visto con 8F2. La variante 15C1 (SEQ ID NO: 16 y 17), que tiene las 
sustituciones de aminoácidos adicionales E4K, K33N, F68Y, L72Q y M75K, fue más brillante para todas las 
coelenterazinas nuevas, pero no tuvo ningún beneficio de especificidad relativa potenciado. La sustitución de 
aminoácido Q18L en la variante 1D6 proporcionó mejor especificidad relativa, es decir, alejada de la coelenterazina 
natural y hacia los nuevos sustratos, en el contexto de IV. En general, la sustitución de aminoácidos L27V 65 
proporcionó especificidad relativa potenciada en el contexto de IV. 
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La FIG. 28 muestra la luminiscencia de las variantes 8A3, 9B8, 9F6 y 15C1 en la exploración secundaria usando 
coelenterazina natural, coelenterazina-hh conocida, coelenterazina-h conocida y las nuevas coelenterazinas PBI-
3939, PBI-3945, PBI-3889 y PBI-4002 como sustratos en comparación con IV y hRL. La variante 8A3 tuvo 2 
registros menos de brillo con la coelenterazina natural en comparación con IV. La variante 9F6 tuvo 1 registro menos 
de brillo con la coelenterazina natural en comparación con IV. La variante 15C1 con PBI-3945 fue la más brillante, 5 
pero la semivida de la señal fue corta (véase el Ejemplo 27). 
 
F. Variantes 9B8 
 
La variante 9B8 de E se modificó adicionalmente para generar variantes adicionales con una mayor emisión de luz 10 
y/o mejor especificidad relativa por PBI-3939. La sustitución de aminoácido L72Q pareció ser una sustitución de 
aminoácido beneficiosa para el aumento de la emisión de luz (es decir, el brillo), pues dicha sustitución se identificó 
en las variantes 9B8, 9F6 y 15C1, mostrando todas ellas una mejor emisión de luz. Para determinar si otras 
sustituciones de aminoácidos de la posición 72 proporcionarían aumentos similares en el brillo, se generaron 
variantes adicionales de 9B8 como se ha descrito anteriormente mediante la saturación de la posición 72 con restos 15 
alternativos. Se prepararon cuatro repeticiones de lisados de E. coli y se analizaron para determinar el brillo como se 
ha descrito anteriormente usando PBI-3939 como sustrato, excepto que el tampón de ensayo contenía CDTA 
10 mM, KCl 150 mM, DTT 10 mM, HEPES 100 mM, pH 7,0, tiourea 35 mM y TERGITOL® NP-9 al 0,5 % (v/v). La 
Tabla 7 enumera las variantes 9B8 ("variantes") con la luminiscencia similar o potenciada en comparación con 9B8 
según lo indicado por la luminiscencia normalizada con respecto a 9B8 ("URL (normalizada con respecto a 9B8)"), 20 
es decir, veces de mejora. Las sustituciones de aminoácidos de A, G, N, R y M en la posición 72 proporcionaron al 
menos el mismo beneficio de brillo que el aminoácido Q, es decir, 1 vez. 
 

Tabla 7: Variantes con luminiscencia similar en comparación con la variante 9B8 

Variante 
URL (normalizadas con respecto a 

9B8) 

9B8 + Q72A 1,1 

9B8 + Q72G 1 

9B8 + Q72N 1 

9B8 + Q72R 1 

9B8 + Q72M 1 

 25 
Se generaron variantes adicionales con especificidad relativa potenciada con relación a la nueva PBI-3939 como se 
ha descrito previamente mediante la saturación de las posiciones de aminoácidos 18, 68, 72, 75 y 90 de la variante 
9B8. Se prepararon lisados de E. coli y se analizaron para determinar el brillo como se ha descrito anteriormente 
usando coelenterazina natural y la nueva PBI-3939 como sustratos. Se determinó la especificidad relativa a partir de 
la proporción de la luminiscencia de la variante con PBI-3939 con respecto a la luminiscencia de la variante con 30 
coelenterazina natural, normalizada con respecto a la proporción de la luminiscencia correspondiente de 9B8. La 
Tabla 8 enumera variantes 9B8 ("variantes") con al menos 1,1 veces de aumento de la especificidad relativa por PBI-
3939. Los resultados demuestran que al menos un cambio adicional en cada uno de los sitios proporcionó 
especificidad relativa potenciada por PBI-3939 frente a la coelenterazina natural. Las variantes 9B8 con 
sustituciones de aminoácidos K, D, F, G, Y, W y H en la posición 18 tuvieron el número de veces de mejora más alta 35 
en la especificidad relativa. 
 

Tabla 8: Variantes con especificidad relativa potenciada por PBI-3939 

Variante 
Especificidad relativa (URL de PBI-3939/URL de coelenterazina natural; 

normalizadas con respecto a 9B8) 

9B8 + L18K 40,7 

9B8 + L18D 25,8 

9B8 + L18F 25,6 

9B8 + L18G 18,2 

9B8 + L18Y 17,8 

9B8 + L18W 11,2 

9B8 + L18H 9,1 

9B8 + L18R 3,5 

9B8 + L18M 3,4 

9B8 + L18N 2,9 

9B8 + L18P 2,6 

9B8 + L18S 2,3 

9B8 + Y68W 1,1 

9B8 + Q72W 6,1 

9B8 + Q72Y 2,5 
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9B8 + Q72F 2,2 

9B8 + Q72V 2,2 

9B8 + Q72I 2,1 

9B8 + Q72T 1,9 

9B8 + Q72N 1,8 

9B8 + Q72R 1,7 

9B8 + Q72P 1,6 

9B8 + Q72G 1,5 

9B8 + Q72A 1,4 

9B8 + Q72M 1,3 

9B8 + Q72C 1,3 

9B8 + Q72H 1,2 

9B8 + Q72S 1,2 

9B8 + M75F 1,2 

9B8 + V90R 2,4 

9B8 + V90Y 1,6 

9B8 + V90D 1,4 

9B8 + V90P 1,4 

9B8+V90K 1,3 

9B8 + V90Q 1,2 

 
 
G. Variantes 9B8+K33N  
 
Se generó una variante adicional, 9B8 opt+K33N (SEQ ID NO: 42 y 43) para examinar los beneficios de la 5 
sustitución de aminoácido K33N en el brillo, la especificidad relativa y la estabilidad térmica. Se examinó 9B8 
opt+K33N y se comparó con 9B8 opt (descrito en el Ejemplo 25A) en diversas aplicaciones. 
 
Se prepararon lisados de E. coli que contenían la variante 9B8 opt o 9B8 opt+K33N y se analizaron como se ha 
descrito anteriormente, excepto el tampón de ensayo que contenía TERGITOL® NP-9 al 0,1 % (v/v). Se midió la 10 
luminiscencia generada de los lisados usando la nueva PBI-3939 y la coelenterazina natural como sustratos. Se 
calculó la especificidad relativa de las variantes para PBI-3939 y para la coelenterazina natural como se ha descrito 
anteriormente. 9B8 opt+K33N ("K33N") tuvo una mayor producción de luz (URL) y una especificidad relativa más 
alta por PBI-3939 que la coelenterazina natural en comparación con 9B8 opt (FIG. 29), lo que indica que la 
sustitución K33N proporciona una mayor producción de luz y mejora la especificidad relativa. 15 
 
Se creó una nueva biblioteca de OgLuc usando 9B8opt+K33N como molde de partida. La biblioteca aleatoria se creó 
usando el kit de mutagénesis aleatoria DIVERSIFY® PCR (Clontech; n.º de catálogo 630703). Se usó la condición 5 
(como se indica en el manual del usuario) para generar variantes adicionales, y la tasa de mutación media se calculó 
en 2,6 mutaciones por gen mediante la compilación de los datos de secuencias de 83 clones seleccionados al azar. 20 
Se clonó esta biblioteca PCR en el fondo de vector no de fusión, basado en pF4Ag, descrito anteriormente y el fondo 
de tipo sándwich, es decir, Id-OgLuc-HT7 (que se describe en el Ejemplo 45). Las variantes del fondo de vector no 
de fusión, basado en pF4Ag se designan con (NF). Las variantes en el fondo del vector de tipo sándwich se 
designan con (F). Para clonar el producto de PCR en ambos vectores, se añadió un aminoácido, es decir, una 
glicina, a la secuencia variante en pF4Ag, generando una nueva posición 170 en la variante de OgLuc ("170G"). 25 
170G está presente en la construcción de sándwich, pero, en este caso, se considera parte del enlazador entre 
OgLuc y HT7. Para cada biblioteca, se ensayaron 4.400 clones de E. coli como se ha descrito anteriormente con las 
siguientes excepciones. El tampón de lisis contenía MES 300 mM, pH 6,0, en lugar de HEPES y TERGITOL® NP-9 
al 0,5 % (v/v), pero no contenía tiourea. El tampón de ensayo contenía MES 100 mM, pH 6,0 en lugar de HEPES y 
tiourea 35 mM. Los volúmenes de ensayo fueron los siguientes: 10 µl de células, 40 µl de tampón de lisis y 50 µl de 30 
tampón de ensayo. 
 
Se exploró la biblioteca de PCR del fondo de no fusión basado en pF4Ag para determinar variantes adicionales con 
mayor luminiscencia en comparación con 9B8 opt+K33N+170G (SEQ ID NO: 68 y 69). Las variantes seleccionadas 
se ensayaron en células HEK293 y NIH3T3. Para cada tipo de células, se sembraron 15.000 células y se cultivaron 35 
durante la noche a 37 ºC. Al día siguiente, se transfectaron las células como se describe en el Ejemplo 25 con 10 ng 
de pGL4.13 (Promega Corp.) como control de transfección y 100 ng del ADN de ensayo de OgLuc. se retiró el medio 
y las células se lisaron con 100 µl de tampón de lisis como se describe en el Ejemplo 25, a excepción de que el 
tampón de lisis contenía MES 100 mM, pH 6,0, en lugar de HEPES y la luminiscencia se midió usando un 
luminómetro GLOMAX®. Para cada muestra, se ensayaron 10 µl de lisado con 50 µl de tampón de lisis que contenía 40 
PBI-3939 20 µΜ. Para el control de transfección, se ensayaron 10 µl de lisado con 50 µl de Reactivo de ensayo 
BRIGHT-GLO™. 
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La Tabla 9 muestra las veces de aumento de la luminiscencia de variantes en células de E. coli, HEK293 y NIH3T3, 
y las sustituciones de aminoácidos que se encuentran en las variantes. Las variantes 27A5 (NF) (SEQ ID NOS: 70 y 
71), 23D4 (NF) (SEQ ID NO: 72 y 73) y 24C2 (NF) (SEQ ID NO: 74 y 75) tuvieron al menos 1,3 veces de aumento de 
la luminiscencia en células de E. coli y HEK293. 
 5 

Tabla 9: Aumento de la luminiscencia generada por variantes de OgLuc en comparación con 9B8 
opt+K33N+170G en células de E. coli, HEK293 y NIH3T3 

Muestra Secuencia 
Veces frente a 9B8 opt+K33N + 170G

E. coli HEK293 NIH3T3 

27A5 (NF) T39T,170G 1,3 1,5 1,3 

23D4 (NF)G26G, M106L, R112R,170G 1,5 1,6 1,2 

24C2 (NF) R11Q, T39T, 170G 1,5 1,5 1,1 

 
Basándose en los datos anteriores, se diseñaron otras variantes de combinación y se generaron (véase la Tabla 10) 
en el contexto del fondo de vector de no fusión basado en pF4Ag sin 170G. Las variantes se analizaron en células 10 
de E. coli, HEK293 y NIH3T3 como se ha descrito anteriormente y se compararon con 9B8 opt+K33N. También se 
examinaron las variantes para determinar la luminiscencia con la coelenterazina natural. La Tabla 10 muestra las 
veces de aumento de la luminiscencia de las variantes en células de E. coli, HEK293 y NIH3T3, y las sustituciones 
de aminoácidos encontradas en las variantes ("Muestra"). Las variantes se nombraron mediante la adición de las 
sustituciones de aminoácidos adicionales en la variante al prefijo "9B8 opt+K33N". La Tabla 11 muestra la 15 
especificidad relativa de las diferentes variantes por PBI-3939 en comparación con la coelenterazina natural en 
células de E. coli, NIH3T3 y HEK293. Como se muestra en la Tabla 10, la variante 9B8 
opt+K33N+T39T+K43R+Y68D ("V2"; SEQ ID NO: 92 y 93) tuvo mejor luminiscencia en E. coli y una ligera mejora de 
la luminiscencia en las células NIH3T3. La variante 9B8 opt+K33N+L27V+K43R+Y68D ("L27V, K43R, Y68D") tuvo 
una mejora neutral de la luminiscencia (Tabla 10) y un aumento de cinco veces de la especificidad relativa frente a 20 
9B8 opt+K33N (Tabla 11) en los tres tipos de células examinadas. 
 
Tabla 10: Aumento de la luminiscencia generada por variantes de combinación de OgLuc en comparación 

con 9B8 opt+K33N en células de E. coli, NIH3T3 y HEK293 

Muestra 
Veces frente a 9B8 opt +K33N 

E. coli NIH3T3 HEK293 

T39T 1,8 1,1 1,1 

K43R 1,2 1,1 1,1 

T39T, K43R 1,3 0,9 1,1 

Y68D 1,0 1,0 1,2 

K43R, Y68D 1,2 1,2 1,2 

T39T, K43R, Y68D ("V2") 1,8 1,1 1,3 

L27V 0,9 0,7 0,8 

L27V, K43R 0,7 0,6 0,6 

L27V, K43R, Y68D 1,2 0,8 0,9 

L27V, Y68D 1,2 0,8 0,7 

S66N, K43R 0,9 1,1 1,1 

L27V, K43R, S66N 1,0 0,6 0,7 

9B8 opt + K33N 1,0 1,0 1,0 

 25 
Tabla 11: Cambio en la especificidad relativa de variantes de combinación de OgLuc por PBI-3939 en 

comparación con la coelenterazina natural en células de E. coli, NIH3T3 y HEK293 

Muestra 
Veces frente a la Coelenterazina natural

E. coli NIH3T3 HEK293 

T39T 18,2 18 20 

K43R 29,5 31 32 

T39T, K43R 29,4 30 32 

Y68D 11,4 10 12 

K43R, Y68D 18,6 19 21 

T39T, K43R, Y68D ("V2") 18,5 18 21 

L27V 85,2 85 97 

L27V, K43R 120,1 131 147 

L27V, K43R, Y68D 98,3 98 101 

L27V, Y68D 59,9 61 64 

S66N, K43R 22,9 23 25 

L27V, K43R, S66N 100,4 97 106 

9B8 opt + K33N 19,0 19 19 
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Se generaron variantes de OgLuc adicionales a partir de 9B8 opt+K33N para que contuvieran al menos una de las 
siguientes sustituciones de aminoácidos adicionales con respecto a SEQ ID NO: 1: L27V, T39T, K43R, Y68D o 
S66N (véase "Muestra" en la Tabla 12 para las sustituciones de aminoácidos de las variantes). Las variantes se 
nombraron mediante la adición de las sustituciones de aminoácidos adicionales en la variante detrás del prefijo "9B8 
opt+K33N". Se examinaron estas variantes adicionales y las variantes 9B8 opt+K33N+L27V+Y68D ("L27V, Y68D"), 5 
9B8 opt+K33N+L27V+K43R+Y68D ("L27V, K43R, Y68D"), 9B8 opt+K33N+L27V+K43R+S66N ("L27V, K43R, 
S66N") y 9B8 opt+K33N+T39T+K43R+Y68D ("T39T, K43R, Y68D"; también conocidas como "V2") de lo anterior, 
para determinar el brillo, la especificidad relativa, la estabilidad de la señal y la estabilidad térmica. Las variantes se 
compararon con la variantes 9B8 opt ("9B8") y 9B8 opt+K33N ("K33N"). 
 10 
Se prepararon lisados de E. coli que contenían las variantes, y se analizaron como se ha descrito previamente. Se 
midió la luminiscencia generada por los lisados usando la PBI-3939 nueva y la coelenterazina natural como 
sustratos. La luminiscencia de las variantes se normalizó con respecto a la luminiscencia generada por 9B8 opt 
(Tabla 12). Se calculó la especificidad relativa de las variantes por PBI-3939 y la coelenterazina natural dividiendo la 
luminiscencia de las variantes usando PBI-3939 como sustrato con la luminiscencia de las variantes usando la 15 
coelenterazina natural como sustrato (Tabla 12). Estos datos indican que la sustitución de aminoácido L27V 
disminuye la especificidad por la coelenterazina natural. 
 
Tabla 12: Aumento de la luminiscencia generada por variantes de OgLuc en comparación con 9B8 y cambio 
en la especificidad de las variantes de OgLuc por PBI-3939 en comparación con la coelenterazina natural en 20 

lisados bacterianos 
Muestra Veces frente a 9B8 Veces frente a la coelenterazina 

9B8 1,0 7 

K33N 1,1 21 

T39T, Y68D 0,9 12 

T39T, L27V, K43R 1,2 149 

L27V, T39T, K43R, Y68D 1,8 110 

T39T, K43R, Y68D 1,6 21 

L27V, T39T, K43R, S66N 1,3 114 

L27V, K43R, Y68D 1,3 110 

L27V, Y68D 1,0 63 

L27V, K43R, S66N 1,1 114 

 
H. Variantes V2  
 
Se diseñó un conjunto de variantes adicionales usando V2 (9B8opt con las sustituciones de aminoácidos adicionales 25 
K33N+T39T+K43R+Y68D) como molde. Las sustituciones que se muestran en la Tabla 13 se diseñaron basándose 
en cualquiera de 1) la diversidad conocida de acuerdo con la alineación basada en la estructura de 28 proteínas de 
unión a ácidos grasos (1VYF, 1FDQ, 2A0A, 1O8V, 1BWY, 2ANS, 1VIV, 1PMP, 1FTP, 2HNX, 1JJJ, 1CBR, 2CBS, 
1LPJ, 1KQW, 2RCQ, 1EII, 1CRB, 1IFC, 2PYI, 2JU3, 1MVG, 2QO4, 1P6P, 2FT9, 1MDC, 1O1U, 1EIO; véase la 
solicitud publicada n.º 2010/0281552); o 2) el sondeo de restos alternativos en las posiciones identificadas 30 
anteriormente que desempeñan un papel en la especificidad de sustrato. Los cambios que aparecen en "Consenso" 
de la Tabla 13 se refieren a los restos identificados en al menos el 50 % de las proteínas de unión a ácidos grasos 
mencionadas anteriormente, alineadas. Los cambios que aparecen en "Minoría predominante" se refieren a los 
restos identificados en muchas de las proteínas de unión a ácidos grasos mencionadas anteriormente, pero que se 
encuentran en menos del 50 % de las secuencias alineadas. Los cambios que aparecen en "Otros" se refieren a los 35 
restos que se identificaron con menor frecuencia que el resto de la minoría predominante en una posición dada de 
las secuencias alineadas. Por último, los cambios que aparecen en "Especificidad" se refieren a las posiciones 
sospechosas de participar en la determinación de la especificidad de una variante por la coelenterazina o un análogo 
de coelenterazina. Por ejemplo, los cambios de especificidad diseñados en la posición 27 (resto de leucina de la 
secuencia parental, es decir, V2) se cambiaron a otros restos o aminoácidos hidrófobos que representaban 40 
compuestos químicos alternativos (por ejemplo, otros restos hidrófobos que contienen anillos, restos que contienen 
cadenas laterales polares sin carga o restos que contienen cadenas laterales cargadas); y los cambios de 
especificidad diseñados en la posición 40 (prolina en la secuencia parental) eran de una muestra de diferentes 
compuestos químicos (compuestos químicos (por ejemplo, otros restos hidrófobos que contienen anillos, restos que 
contienen cadenas laterales polares descargadas o restos que contienen cadenas laterales cargadas); cabe señalar 45 
que la glicina, glutamina, isoleucina y leucina se identifican en esta posición las proteínas de unión a ácidos grasos 
alineadas). 
 

Tabla 13 
Consenso Minoría 

predominante 
Otro Especificidad 

9 T 9 K 9 R 27 A, I, M,G, D 

14 S 10 Y 40 G 40 T, S, F, D, Y 
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16 E 23 R   

22 M 32 T   

23 K 63 T   

24 A 87 P   

25 L 100 I   

32 R 111 N, D   

35 A 118 I   

39 K 134 K   

46 Q 142 K, W   

57 F 147 N   

63 S 149 M   

87 N 152 E   

97 E 162 Q   

98 F    

100 E    

102 T    

110 D    

113 K    

118 V    

125 L    

126 V    

129 Q    

130 K    

142 E    

146 G    

147 D    

150 V    

152 T    

165 K    

 
Las variantes se construyeron usando protocolos convencionales de mutagénesis dirigida (véanse los ejemplos 
anteriores) y los plásmidos resultantes se transformaron en E. coli para su análisis. Los cultivos se desarrollaron 
mediante inducción guiada convencional en medio mínimo como se ha descrito anteriormente. A 10 µl de las células 
de E. coli cultivadas transformadas, se añadieron 40 µl de tampón de lisis (MES 100 mM, pH 6,0, 0,3 x PLB, 5 
0,3 mg/ml de lisozima, 0,003 U/µl de RQ1 DNasa l y TERGITOL® NP 9 al 0,25 % (v/v)) seguidos de la adición de un 
volumen igual (50 µl) de reactivo de ensayo (CDTA 1 mM, KCl 150 mM, DTT 2 mM, PBI-3939 20 µΜ o 
coelenterazina natural, MES 100 mM, pH 6,0, tiourea 35 mM y TERGITOL® NP-9 al 0,5 % (v/v)). Se midió la 
luminiscencia en un luminómetro de microplacas GLOMAX® 96 (Promega Corp.). 
 10 
La Tabla 14 resume las diferentes sustituciones de aminoácidos identificadas en el análisis. Los datos se presentan 
como normalizados con respecto al clon parental (V2) con respecto a la luminiscencia medida tanto para PBI-3939 
como para la coelenterazina natural. También se muestra el cambio relativo en la especificidad hacia PBI-3939 con 
respecto a la coelenterazina natural. 
 15 

Tabla 14 

Sustitución 
PBI-3939 

NORMALIZADA 
COELENTERAZINA 
NORMALIZADA 

CAMBIO RELATIVO EN 
ESPECIFICIDAD POR 

PBI-3939 

10 Y 0,7 0,2 3,5 

14 S 1,3 1,2 1,1 

16 E 0,5 0,2 2,5 

23 K 1,3 4 0,3 

24 A 0,4 0,2 2,0 

25 L 0,0001 0,000023 4,3 

27 A 0,8 0,1 8,0 

27 D 0,006 0,001 6,0 

27 G 0,088 0,005 17,6 

27 I 0,2 0,024 8,3 

27 M 2,2 0,9 2,4 

40 I 0,0017 0,0002 8,5 

40 L 0,0007 0,0001 7,0 
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40 Q 0,0001 0,000026 3,8 

87 H 1,2 1,5 0,8 

87 T 1,3 1,6 0,8 

97 E 0,014 0,01 1,4 

100 I 0,002 0,002 1,0 

102 T 1,1 1,1 1,0 

111 N 0,6 0,6 1,0 

113 K 1,2 0,6 2,0 

125 L 0,6 0,4 1,5 

129 Q 0,0003 0,0001 3,0 

130 K 1,1 0,9 1,2 

142 E 0,9 0,3 3,0 

142 K 0,9 0,3 3,0 

142 N 0,8 0,4 2,0 

146 G 0,9 0,8 1,1 

147 N 0,4 0,4 1,0 

149 M 0,7 0,4 1,8 

150 V 0,9 0,4 2,3 

152 E 0,9 0,5 1,8 

152 T 0,9 0,3 3,0 
 

I. Variantes L27V 
 
Usando la variante de OgLuc L27V como molde de partida, es decir, secuencia de partida o secuencia parental, se 
realizaron variantes adicionales en las que algunos de los aminoácidos (Tabla 15) de la variante L27V se revirtieron 5 
a los aminoácidos que se encuentran en la luciferasa de OgLuc natural de SEQ ID NO: 1. Las variantes se 
construyeron mediante mutagénesis dirigida como se ha descrito anteriormente. Entonces, se exploraron las 
variantes como se ha descrito anteriormente para determinar la actividad relativa ya sea con la coelenterazina 
natural o con PBI-3939. La luminiscencia se midió en un TECAN® INFINITE® F500, 5 min después de la adición del 
sustrato/reactivo de ensayo (como se describe en H) y se normalizó con respecto al molde de partida de la variante 10 
L27V. El análisis por SDS-PAGE de los lisados indica niveles de expresión comparables (datos no mostrados). 

 
La Tabla 15 muestra las actividades relativas de las variantes L27V con la coelenterazina natural o PBI-3939. Las 
actividades relativas < 1 indican que la reversión es perjudicial en comparación con el resto en ese sitio de la 
variante L27V. Las actividades relativas > 1 indican que la reversión es favorable para la actividad en comparación 15 
con el resto en ese sitio de la variante L27V. Algunos datos adicionales sobre estos mutantes indicaron lo siguiente: 
166K, 54F, 54A y L27V se ensayaron para determinar la estabilidad térmica. Los T1/2 a 60 ºC para 166K, 54F y 54A 
fueron del 87, 74 y 33 %, respectivamente, lo que indica que estas sustituciones causan una reducción de la 
estabilidad térmica. Los valores de Km para estas mismas 4 variantes fueron las siguientes: para la coelenterazina 
natural, L27V fue de 16 µΜ, 54A fue de 23 µΜ, 54F fue de 40 µΜ y 166K fue de 21 µΜ; para PBI-3939, L27V fue de 20 
18 µΜ, 54A fue de 62 µΜ, 54F fue de 163 µΜ y 166K fue de 23 µΜ. Esto indica una mayor afinidad de sustrato por 
L27V, en particular para las sustituciones de la posición 54. 
 

Tabla 15 
Coelenterazina natural (50 mM) PBI-3939 (50 mM) 

Sustitución de aa Actividad relativa (5 min) Sustitución de aa Actividad relativa (5 min) 

72L 0,2 72L 0,6 

4A 1,0 4A 1,0 

124Q 1,6 124Q 1,0 

43K 1,9 43K 1,1 

115P 0,6 115P 0,9 

166N 2 166N 2,0 

75M 1,1 75M 1,2 

54F 0,1 54F 0,4 

68F 0,5 68F 0,9 

33A 1,7 33A 1,0 

138Y 1,0 138Y 1,0 

54A 0,6 54A 1,6 

90I 0,8 90I 0,6 

33K 4,2 33K 0,8 

44V 0,7 44V 1 
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166K 2,1 166K 2 

11Q 1,6 11Q 1,3 

166F 0,3 166F 0,4 

18Q 4,1 18Q 0,6 

 
Ejemplo 23 - Análisis mutacional de la posición 166  
 
A. Para evaluar el efecto de diferentes aminoácidos en la posición 166 sobre la actividad de la luciferasa, se 
sustituyó el resto de arginina (R) de la posición 166 con cada uno de los otros 19 aminoácidos usando mutagénesis 5 
dirigida como se ha descrito anteriormente en el contexto de un vector pF4Ag (es decir, en el contexto de la 
secuencia de OgLuc de tipo silvestre SEQ ID NO: 1). A continuación, se expresaron estas variantes de la posición 
166 en E. coli como se ha descrito anteriormente. 
 
Para crear lisados, se añadieron 50 µl de 0,5 x reactivo de lisis celular FASTBREAK™ (Promega Corp.) a 950 µl de 10 
cultivos inducidos y se incubaron las mezclas durante 30 minutos a 22 ºC. Para el análisis, se ensayaron 50 µl de 
lisado en 50 µl de reactivo de ensayo (como se ha descrito anteriormente en el Ejemplo 22H) ya sea con PBI-3939 
100 µΜ, coelenterazina natural 30 µΜ o coelenterazina-h 22 µΜ). Se midió la luminiscencia como se ha descrito 
previamente (FIG. 30A-C). Las FIG. 30A-C muestran la actividad relativa de los mutantes N166. El análisis Western 
confirmó la expresión comparable de todas las variantes (datos no mostrados). 15 
 
B. Se evaluaron las sustituciones de aminoácidos individuales específicas L27V, A33N, K43R, M75K, T39T, L72Q y 
F68D del fondo de OgLuc de tipo silvestre o N166R. Las sustituciones de aminoácidos individuales se generaron 
mediante mutagénesis dirigida como se ha descrito anteriormente, se expresaron en E. coli como se ha descrito 
anteriormente y se midió la luminiscencia usando el reactivo de ensayo (descrito previamente en el Ejemplo 22H) 20 
con coelenterazina natural 22 µΜ (FIG. 30D). El análisis Western confirmó la expresión comparable de todas las 
variantes (datos no mostrados). 
 
Ejemplo 24-Variantes de eliminación 
 25 
Las eliminaciones en la variante L27V se realizaron de la siguiente manera: 
 

Tabla 16 
Eliminación n.º Eliminación realizada 

27 Restos 1-27 y Val-1 

52 Restos 1-52 y Val-1 

64 Restos 1-64 y Val-1 

84 Restos 1-84 y Val-1 

19 Restos 65-83 

23 Restos 65-87 

23A1 Restos 65-87 + G64D 

 
El extremo N-terminal de la variante de OgLuc L27V es metionina, valina y fenilalanina, es decir, MVF. Con fines de 30 
numeración, la fenilalanina se consideró el primer aminoácido. "Val-1" indica que la valina de "MVF" se eliminó. La 
metionina de "MVF" se incluyó en estas eliminaciones. Se clonaron las variantes de eliminación L27 en el vector 
pF4Ag y se expresaron en células KRX de E. coli como se ha descrito anteriormente. Se realizaron inducciones y 
preparaciones de lisado como se ha descrito. Los lisados se analizaron usando el reactivo de ensayo (descrito con 
anterioridad; PBI-3939 100 µΜ) y la luminiscencia se midió como se ha descrito anteriormente (FIG. 31). Los datos 35 
demuestran que los fragmentos más pequeños de las variantes de OgLuc también pueden generar luminiscencia.  
 
Ejemplo 25-Optimización de codones de las variantes de OgLuc  
 
A. IV y 9B8 40 
 
Se usaron las variantes de OgLuc IV y 9B8 como moldes para la optimización de codones. Los objetivos, como se 
entiende por los expertos en la materia, eran de dos tipos: 1) eliminar los sitios de unión a los factores de 
transcripción conocidos, u otras secuencias reguladoras, por ejemplo, módulos de promotor, sitios 
donantes/aceptores de corte y empalme, silenciadores del corte y empalme, secuencias de Kozak y señales de poli-45 
A, que pudieran interferir en la regulación o la expresión de las variantes de OgLuc; y 2) modificar la secuencia de 
ADN (a través de mutaciones silenciosas que no modificaran la secuencia de proteínas) para eliminar los codones 
usados raramente y favorecer los codones más usados en células de E. coli, organismos humanos, de otros 
mamíferos u otros organismos eucariotas (Wada et al., Nucleic Acids Res., 18:2367 (1990))  
 50 
Se diseñaron dos secuencias optimizadas diferentes para IV y 9B8, denominadas opt (aka optA) y optB, para cada 
variante. La primera secuencia optimizada, es decir, opt/optA para cada variante, se diseñó mediante la 
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identificación de los dos mejores, es decir, más comunes codones humanos para cada sitio (véase la Tabla 17) y 
luego se escogió uno al azar uno de los dos para su incorporación en cada sitio. Para las versiones optB, se usó la 
versión optimizada de uso de codones anterior, es decir, opt/optA, como molde de partida y se reemplazó cada 
codón con el otro de los dos mejores codones humanos identificados para esta estrategia de optimización de 
codones. Como ejemplo, la leucina de la posición 3 ya sea de la secuencia de IV o de 9B8 está codificada por el 5 
codón TTG. TTG no es uno de los dos codones más comunes para la leucina en una célula humana y, por lo tanto, 
el codón se cambió por los codones más comunes, alternativos, para la leucina, CTC (opt/optA) o CTG (optB). Este 
mismo proceso se repitió para todas las leucinas de la secuencia y, debido a la naturaleza aleatoria de la 
metodología, un codón CTC pudo terminar en optB y la CTG pudo terminar en optA. Debido a dicha metodología de 
uso de dos codones para la optimización, las secuencias opt/optA y optB resultaron tener una distinción máxima de 10 
los codones. 
 

Tabla 17: Codones usados en la optimización de codones 
Aminoácido Elección n.º 1 Elección n.º 2 

Gly GGC GGG 

Glu GAG GAA 

Asp GAC GAT 

Val GTG GTC 

Ala GCC GCT 

Ser AGC TTC 

Lys AAG AAA 

Asn AAC AAT 

Met ATG  

Ile ATC ATT 

Thr ACC ACA 

Trp TGG  

Cys TGC TGT 

Tyr TAC TAT 

Phe TTC TTT 

Arg CGG CGC 

Gln CAG CAA 

His CAC CAT 

Leu CTG CTC 

Pro CCC CCT 

 
A continuación, se analizó cada una de las 4 secuencias (IV opt, IV optB; 9B8 opt, 9B8 optB) (programa informático 15 
Genomatix, Alemania) para determinar la presencia de sitios de unión a factores de transcripción u otras secuencias 
reguladoras como se ha descrito anteriormente, y se interrumpieron estas secuencias no deseadas a través de 
cambios de nucleótidos silenciosos. En algunos casos, cuando había otros codones no poco frecuentes tanto para 
seres humanos como para E. coli, los sitios de unión a factores de transcripción u otros elementos reguladores se 
eliminaron cambiándolos a uno de estos codones, a pesar de no ser la elección n.º 1 ni la elección n.º 2 (véase la 20 
Tabla 18). En algunos casos, en los que la eliminación de un sitio de unión a factores de transcripción u otro 
elemento regulador habría implicado la introducción de un codón poco frecuente, el sitio de unión a la transcripción 
(u otro elemento regulador), por lo general, no se cambió. 
 

Tabla 18: Codones adicionales usados para eliminar sitios de unión a factores de transcripción y otros 25 
elementos reguladores 

Aminoácido Elección n.º 3 Elección n.º 4

Gly GGA GGT 

Val GTA GTT 

Ala GCG GCA 

Ser AGT TCA 

Thr ACG ACT 

Leu TTG CTT 

Pro CCG CCA 

 
Se generaron versiones de codones optimizados de IV ("IV opt" (SEQ ID NO: 22) y "IV optB" (SEQ ID NO: 23)) y 
9B8 ("9B8 opt" (SEQ ID NO: 24) y "9B8 optB "(SEQ ID NO: 25)), y se clonaron en pF4Ag mediante métodos 
conocidos en la técnica. Se sembraron células HEK293 en placas de 96 pocillos a 15.000 células/pocillo y se 30 
cultivaron durante la noche a 37 ºC. Al día siguiente, las células se transfectaron transitoriamente en 6 duplicados de 
pocillos usando reactivo de transfección TRANSIT®-LT1 (Minis Bio) con 100 ng de ADN de plásmido codificante de 
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las versiones de codones optimizados en pF4Ag y se cultivaron durante la noche a 37 ºC. Las células HEK293 
también se transfectaron bien con pGL4.13 (Luc2/SV40) (Paguio et al., "pGL4 Vectors: A New Generation of 
Luciferase Reporter Vectors" Promega Notes, 89:7-10 (2005)) o pGL4.73 (hRL/SV40) (Id.) para normalizar las 
diferencias en la eficacia de la transfección. Se usaron diez ng/transfección o 10 % del ADN total transfectado. Se 
eliminó el medio, y las células se lisaron con 100 µl de tampón de lisis que contenía CDTA 10 mM, KCl 150 mM, 5 
DTT 10 mM, HEPES 100 mM, pH 7,0, tiourea 35 mM y TERGITOL® NP-9 al 0,5 % (v/v) para crear una muestra de 
lisado. Se midió la luminiscencia de la muestra de lisado en un luminómetro TECAN® INFINITE® F500 de la siguiente 
manera: para hRL y las variantes de OgLuc, se ensayaron 10 µl de la muestra de lisado para determinar la 
luminiscencia con 50 µl de tampón de lisis que contenía 20 µΜ de sustrato (coelenterazina natural para hRL y PBI-
3939 para las variantes de OgLuc). Para Luc2 (SEQ ID NO: 28 y 29), una luciferasa de luciérnaga, se ensayaron 10 
10 µl de muestra de lisado para determinar la luminiscencia con 50 µl de reactivo de ensayo de la luciferasa 
BRIGHT-GLO™ (Promega Corp.). 
 
La FIG. 32 muestra una comparación de la luminiscencia medida para los lisados que contienen las versiones de 
codones optimizados de las variantes de OgLuc en comparación con hRL y Luc2. hRL y la variantes de OgLuc se 15 
normalizaron con respecto a pGL4.13 y Luc2 se normalizó con respecto a pGL4.73 usando métodos conocidos en la 
técnica. Como se muestra en la FIG. 32, Luc2 resultó tener aproximadamente 14 veces más luminiscencia que hRL. 
Las variantes de OgLuc tuvieron mayor luminiscencia en comparación con Luc2 y hRL. Las versiones de codones 
optimizados de IV ("opt IV" y "IV optB") y 9B8 ("9B8 opt") mostraron un aumento de la luminiscencia en comparación 
con las versiones no optimizadas.  20 
 
Como resultado de esta optimización, las versiones "opt/optA" se expresaron mejor en células HEK293 humanas 
que su secuencia parental, mientras que las versiones "optB" no se expresaron así en células HEK293 en 
comparación con la secuencia parental. 
 25 
B. L27V 
 
Se optimizó la variante L27V (SEQ ID NO: 88) para minimizar la aparición de elementos de respuesta de 
vertebrados comunes (cualquier sitio de unión a factor de transcripción (TFBS) en la base de datos Genomatix). Se 
crearon tres versiones optimizadas diferentes de la variante L27V: 30 
 
1. L27V01 - versión 1 (SEQ ID NO: 319) - se eliminaron los módulos de promotor y el resto de elementos de 
secuencia no deseados (datos adicionales a continuación) mediante sustituciones de nucleótidos a excepción de los 
TFBS individuales. 
 35 
2. L27V02 - versión 2 - se usó L27V01 como punto de partida, es decir, se eliminaron la secuencia parental y la 
mayor cantidad de TFBS posible usando criterios de coincidencia de alta rigurosidad (una rigurosidad mayor implica 
una mayor coincidencia con el sitio de unión y, por lo tanto, se encontrará un menor número de coincidencias que a 
una rigurosidad inferior). Hubo dos versiones, A (SEQ ID NO: 322) y B ((SEQ ID NO: 318)), creadas para L27V02. 
Estas dos versiones se crearon mediante la selección de diferentes codones para cada versión con el fin de eliminar 40 
los elementos de secuencia no deseados. Ambas versiones se analizaron mediante la búsqueda de TFBS con 
rigurosidad inferior. 
 
3. L27V03 - versión 3 (SEQ ID NO: 325) - se usó L27V02B (SEQ ID NO: 318) como secuencia de partida. Se 
retiraron las coincidencias de TFBS a rigurosidad inferior dentro de lo posible. Se creó L27V03 para que tuviera 45 
codones muy distintos de L27V02A.  
 
Se usaron los siguientes criterios para crear las variantes L27V optimizadas: 
1. Uso de codones: preferentemente, se usaron los dos mejores codones humanos para cada aminoácido (como se 
hizo para la variante de IV), y se evitó el uso de los codones humanos poco frecuentes (HS; codificación para < 10 % 50 
de los aminoácidos) (Tabla 19). Se empleó el uso de codones de E. coli poco frecuentes (EC), cuando fue 
necesario, para eliminar los elementos de secuencia no deseados. 
 

Tabla 19 

Aminoácido 
Mejores 
codones 

Codones 
evitados 

 Aminoácido 
Mejores 
codones 

Codones 
evitados 

A GCT   N AAT  

A GCC   N AAC  

C TGT   P CCT  

C TGC   P CCC  

D GAT   Q CAG  

D GAC   Q CAA  

E GAG   R CGG  

E GAA   R CGC CGT [HS] 
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F TTT   S AGC TCG [HS] 
F TTC   S TCC  

G GGG   T ACA  

G GGG   T ACC  

H CAT   V GTG  

H CAC   V GTC  

I ATT   w TGG  

I ATC   Y TAT  

K AAG   Y TAC  

K AAA      

L 

L 

CTG 

CTC 

TTA [HS] 
CTA [HS,EC] 
 

    

M ATG      

 
2. Los elementos de secuencia no deseados que se eliminaron en lo posible: 
 

A. Sitios de enzimas de restricción (RE): se eliminaron sitios RE que serían útiles para la clonación y que, en 
cambio, no deberían estar presentes en el marco de lectura abierto (ORF).  5 
 
B. Elementos de secuencia eucariótica: se eliminaron los sitios donantes y aceptores de corte y empalme, 
silenciadores de corte y empalme, secuencia de Kozak y secuencias de PolyA en la cadena de ARNm (+). 
 
C. Se eliminaron los módulos promotores de vertebrados (PM) (en la categoría Genomatix: Vertebrados). 10 
 
D. En lo posible, se eliminaron los TFBS de vertebrados (en categorías de Genomatix: vertebrado, elementos 
promotores del núcleo generales y otras diversas secuencias). Esto solo se aplica a las versiones optimizadas 2 
y 3 de L27V, pero no a la versión 1. 
 15 
E. Elementos de secuencia de E. coli: se eliminaron los promotores de E. coli. 
 
F. Estructura secundaria de ARNm: se eliminaron estructuras secundarias potentes (alta energía de plegamiento 
de ARNm) cercanas al extremo 5' (Zuker, Nucleic Acid Res. 31(13): 3406-3415 (2003)) y otras estructuras de 
horquilla potentes. 20 

 
En la Tabla 20, se proporciona una comparación de secuencias, el porcentaje de identidad de pares de secuencias 
("()" indica el número de diferencias de nucleótidos). 
 

Tabla 20 25 

 L27V01 L27V02A L27V02B L27V03 

L27V00 99 % (3) 97 % 97 % 94 % 

L27V01  98 % (12) 98 % 94 % (32) 

L27V02A   99 % (4) 95 % (26) 

L27V02B    96 % 

 
Ejemplo 26 - Estabilidad de la señal de variantes de OgLuc  
 
A. 15C1, 9B e IV 
 30 
Se midió la estabilidad de la señal de 15C1 con PBI-3945 y de 9B8 con PBI-3889, y se compararon con IV. Se 
cultivaron E. coli que contenía ADN de plásmido codificante de 15C1, 9B8 o IV, y se indujeron como se ha descrito 
anteriormente en duplicados de 8 pocillos. Las células se lisaron usando un tampón de lisis que contenía HEPES 
300 mM, pH 8,0, 0,3 x tampón de lisis pasiva ("PLB"; Promega Corp. n.º de catálogo E194A), 0,3 mg/ml de lisozima 
y 0,003 U/µl de RQ1 DNasa. Los lisados se diluyeron 1:1.000 en tampón de lisis y se midieron para determinar la 35 
luminiscencia usando un luminómetro TECAN® INFINITE® F500. Las mediciones se tomaron inmediatamente 
después de la adición de 10 µl de la muestra de lisado diluida de 50 µl de tampón de ensayo TERGITOL "Glo" al 
0,5 % ("TERGITOL al 0,5 %"), que contenía KCl 150 mM, CDTA 1 mM, DTT 10 mM, tiourea 100 mM, TERGITOL® 
NP-9 (v/v) al 0,5 % y 20 µΜ de cualquiera de nuevas coelenterazinas PBI-3945 o PBI 3889. 
 40 
La estabilidad de la señal de las variantes se determinó volviendo a realizar la lectura de la placa cada 30 segundos 
durante un período de tiempo posterior a la adición del tampón de ensayo a la muestra. La semivida de la señal se 
determinó a partir de estas mediciones usando métodos conocidos en la técnica. Se comparó la semivida de la señal 
entre las variantes y entre IV. Tanto 15C1 como 9B8 resultaron tener una semivida de la señal de al menos 30 min 
(FIG. 33). Aunque 15C1, ensayada con PBI-3945, resultó tener una luminiscencia más alta en t = 0, la señal se 45 
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desintegró más rápidamente que la variante 9B8 ensayada con PBI-3889. En t = 10 min, la luminiscencia de 15C1 
con PBI-3945 y la de 9B8 con PBI-3889 fueron equivalentes. 
 
B. 9B8 opt+K33N 
 5 
Se examinó la estabilidad de la señal de las variantes 9B8 opt+K33N. Se prepararon lisados de E. coli que contenían 
las variantes y se analizaron como se ha descrito previamente, a excepción de que el tampón de ensayo contenía 
TERGITOL® NP-9 al 0,25 % (v/v), MES 100 mM, pH 6,0, CDTA 1 mM, KCl 150 mM, tiourea 35 mM, DTT 2 mM y 
PBI-3939 20 µΜ. La Tabla 22 muestra la semivida de la señal en min de las variantes, e indica que la sustitución de 
aminoácidos L27V mejora la estabilidad de la señal. 10 
 

Tabla 22: Estabilidad de la señal de variantes de OgLuc 
en lisados bacterianos. 

Muestra Semivida de la señal (min) 
9B8 74 

K33N 55 

T39T, Y68D 87 

T39T, L27V, K43R 139 

L27V, T39T, K43R, Y68D 114 

T39T, K43R, Y68D 61 

L27V, T39T, K43R, S66N 124 

L27V, K43R, Y68D 122 

L27V, Y68D 139 

L27V, K43R, S66N 124 

 
Se midieron la actividad de la señal y la estabilidad de la variante L27V (9B8+K33N+L27V+T39T+K43R+Y68D; SEQ 15 
ID NO: 88 y 89) y compararon con la de las luciferasas de luciérnaga (Luc2) y de Renilla. Se fusionaron la variante 
L27V, las luciferasas de Luc2 y Renilla a HALOTAG®, y se expresaron en E. coli. Las luciferasas se purificaron 
usando HALOTAG® como marcador de la purificación de acuerdo con el protocolo del fabricante (pFN18A; Sistema 
de purificación de proteínas HALOTAG®). Se mezclaron 10 pM de cada luciferasa purificada (diluidos en DMEM sin 
rojo de fenol que contenía PRIONEX® al 0,01 %) con un volumen equivalente de un reactivo de ensayo (MES 20 
100 mM, pH 6, tiourea 35 mM, TERGITOL® NP-9 al 0,5 % (v/v), CDTA 1 mM, DTT 2 mM, KCl 150 mM y PBI-3939 
100 µΜ para la variante L27V; Sistema de ensayo de luciferasa ONE-GLO™ (Promega Corp.) para la luciferasa de 
luciérnaga; y Sistema de ensayo de luciferasa RENILLA-GLO™ (Promega Corp.) para la luciferasa de Renilla), y se 
controló la luminiscencia a lo largo del tiempo (3, 10, 20, 30, 45 y 60 min). Las FIG. 34A-B demuestran la alta 
actividad específica (FIG. 34A) y la estabilidad de la señal (FIG. 34B) de la variante L27V si se compara con la 25 
luciferasa de luciérnaga y de Renilla. 
 
Ejemplo 27 - Cinética enzimática de las variantes de OgLuc 
 
A. IV, 15C1, 9B8, 9F6 y 9A3 30 
 
Usando los métodos conocidos en la técnica, se realizaron ensayos de cinética enzimática para medir la 
luminiscencia con los lisados de E. coli que contenían IV y las variantes de IV 15C1, 9B8, 9F6 y 9A3. Se indujeron 
las células, se lisaron y se diluyeron como se describe en el Ejemplo 26, excepto que el tampón de lisis tenía un pH 
de 7,5. Se ensayaron dos diluciones en serie de PBI-3939 en el tampón de ensayo descrito anteriormente en el 35 
Ejemplo 26 con los lisados diluidos. La FIG. 35 muestra los valores de Km y Vmáx calculados usando un ajuste 
hiperbólico de IV y las variantes 15C1, 9B8, 9F6 y 9A3. Las variantes 9B8 y 9F6 tuvieron mayores valores de Km en 
comparación con IV, mientras que los valores de Km para las otras variantes se mantuvieron sin cambios. Todas las 
variantes 15C1, 9B8 y 9F6 tuvieron valores más altos de Vmáx, mientras que 8A3 tuvo un valor de Vmáx inferior en 
comparación con IV. 40 
 
15C1, que tuvo la luminiscencia más alta con PBI-3945 contenía la sustitución de aminoácidos K33N, lo que indica 
que K33N proporcionó un aumento de la luminiscencia. Se generó una variante 9B8 que tuviera esta sustitución 
adicional para proporcionar una mejora de la luminiscencia para esta variante. Se generaron variantes adicionales 
de 9B8 y 9F6 para tener al menos una de las sustituciones de aminoácidos K33N o V38I ("9B8+K33N+V38I" y 45 
"9F6+K33N"). La variante 1D6 se usó para resaltar la importancia de las sustituciones de aminoácidos en las 
posiciones 68, 72 y 75 para aumentar la producción de luz y la estabilidad. La FIG. 36 muestra los valores de Km y 
Vmáx calculados usando un ajuste hiperbólico de IV y el variantes 9B8, 9B8+K33N+V38I, 9F6, 9F6+K33N y 1D6. 
Aunque los valores de Km reales fueron diferentes entre las FIG. 35 y 36 para 9B8 y 9F6, la tendencia general entre 
las variantes fue uniforme. 50 
 
La cinética enzimática, es decir, los valores de Vmáx y Km, se determinaron y se compararon para las variantes 9B8 
opt y 9B8 opt+K33N como se ha descrito anteriormente, excepto que los lisados de E. coli se ensayaron con un 
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tampón que contenía CTDA 1 mM, KCl 150 mM, DTT 2 mM, MES 100 mM, pH 6,0, tiourea 35 mM, TERGITOL® NP-
9 al 0,25 % (v/v), 10 mg/ml de 2-hidroxipropil-β-ciclodextrina y PBI-3939 20 µΜ. La luminiscencia se midió en un 
luminómetro TECAN® INFINITE® F500. Como se muestra en la FIG. 37, los valores de Vmáx y Km para 9B8 
opt+K33N fueron más altos que 9B8 opt, lo que indica que este clon es más brillante y tiene una menor afinidad por 
el sustrato. 5 
 
B. VARIANTES 9B8 OPT+K33N 
 
Se determinaron los valores de la cinética enzimática para la variantes de OgLuc como se ha descrito anteriormente, 
excepto que la luminiscencia se midió usando un luminómetro GLOMAX®. Se usaron tres duplicados para cada 10 
variante. La Tabla 23 muestra los valores de Km y Vmáx medios con la desviación estándar ("Km (+/-)" y "Vmáx (+/-
)", respectivamente) calculados usando FIYPER.EXE, Versión 1.0. 
 

Tabla 23: Valores de Vmáx (URL/0,5 s) y Km (µΜ) para las variantes de OgLuc 
Muestra Km Km(+/-) Vmáx Vmáx (+/-) 

9B8 7,7 2,0 86.000.000 14.000.000 

K33N 12,5 3,0 110.000.000 17.000.000 

T39T, Y68D 7,9 1,8 74.000.000 10.000.000 

T39T, L27V, K43R 21,4 5,4 150.000.000 28.000.000 

L27V, T39T, K43R, Y68D 13,9 2,9 190.000.000 28.000.000 

T39T, K43R, Y68D 10,5 2,8 140.000.000 25.000.000 

L27V, T39T, K43R, S66N 16,3 4,8 130.000.000 28.000.000 

L27V, K43R, Y68D 13,7 4,3 130.000.000 28.000.000 

L27V, Y68D 10,2 3,0 97.000.000 19.000.000 

L27V K43R, S66N 20,0 6,2 130.000.000 30.000.000 

 15 
Ejemplo 28-Protein Estabilidad de variantes de OgLuc 
 
Como la estabilidad de la proteína luciferasa es otro factor que afecta a la luminiscencia, se determinó la estabilidad 
de la proteína, es decir, la estabilidad térmica, de las variantes. 
 20 
A. 15C1, 9B8, 9F6, 8A3 e IV 
 
Se prepararon lisados de E. coli que contenían 15C1, 9B8, 9F6, 8A3 o IV y E. coli que expresaba hRL (SEQ ID NO: 
30 y 31) a partir de cultivos inducidos como se ha descrito anteriormente. Las muestras de lisados se diluyeron 
1:1.000 con un tampón que contenía HEPES 10 Mm, pH 7,5 con gelatina al 0,1 %. Se incubaron muestras de lisado 25 
diluidas (100 µl), en placas de 96 pocillos por duplicado, a 50 ºC. En diferentes puntos temporales, las placas se 
colocaron a -70 ºC (menos setenta grados centígrados). Antes de la medición de la luminiscencia como se ha 
descrito anteriormente, se descongeló cada placa a temperatura ambiente, es decir, a 22 ºC, durante 10 min. Las 
muestras (10 µlde cada muestra descongelada) se analizaron usando coelenterazina natural como sustrato. La 
luminiscencia se midió inmediatamente después de la adición del tampón de ensayo para cada placa de punto 30 
temporal. La semivida de la proteína, lo que indica la estabilidad de la proteína, se calculó a partir de los datos de 
luminiscencia para cada punto temporal usando métodos conocidos en la técnica. 
 
La Tabla 24 muestra la estabilidad de las proteínas de variantes 15C1, 9B8, 9F6 y 8A3 que tienen semividas en min 
(horas) de 630,1 (10,5), 346,6 (5,8), 770,2 (12,8) y 65,4 (1,1), respectivamente. En comparación, hRL resultó tener 35 
una semivida de 9,6 min, mientras que IV tuvo una semivida de 27,2 min. La Tabla 24 muestra también que a las 4 
horas, el 79 %, 61 % y 80 % de 15C1, 9B8 y 9F6, respectivamente, permanecieron activos. 
 

Tabla 24: Estabilidad de proteínas de variantes de OgLuc a 50 ºC 

Muestra 
Semivida 
(min) 

Semivida 
(horas) 

% restante en t = 4 h 

Renilla 9,6   

IV 27,2   

15C1 630,1 10,5 79 % 

9B8 346,6 5,8 61 % 

9F6 770,2 12,8 80 % 

8A3 65,4 1,1  

 40 
B. 1D6, 9B8, 9B8+K33N+V38I, 9F6, 9F6+K33N e IV 
 
Se prepararon lisados de E. coli que contenían 1D6, 9B8, 9B8+K33N+V38I, 9F6, 9F6+K33N o IV a partir de cultivos 
inducidos y se ensayaron para determinar la luminiscencia como se ha descrito anteriormente. Se ensayó la 
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estabilidad de la proteína, es decir, la estabilidad térmica de los lisados, como se ha descrito anteriormente en este 
Ejemplo. La FIG. 38 muestra la semivida en minutos (min) de las variantes a 50 ºC y la luminiscencia de la muestra 
medida al iniciarse el período de incubación, es decir, t = 0, usando coelenterazina natural como sustrato. La 
diferencia entre la variante 9B8+33+38 y 9F6 era una sustitución de aminoácido, L27V, lo que indica que esta 
sustitución de aminoácido aumentó la estabilidad. La adición de sustituciones de "actividad/expresión" en las 5 
posiciones 68, 72 y 75 aumentó la estabilidad. La FIG. 38 muestra que K33N proporcionó una mayor estabilidad 
térmica que la variante 9F6 y que la variante 9B8 tuvo una mayor producción de luz y estabilidad de la variante 1D6. 
La diferencia entre estas dos variantes, es decir, 9B8 contiene sustituciones de aminoácidos adicionales F68Y, L72Q 
y M75K, indica la importancia de estas tres sustituciones. 
 10 
Además de la estabilidad térmica, la integridad estructural determinada por la expresión, la estabilidad y la 
solubilidad también puede afectar a la luminiscencia. Como una forma de probar mejor la integridad estructural de 
las variantes potenciadas, se cultivaron KRX de E. coli que portaban las variantes de OgLuc basadas en pF4Ag (es 
decir, no HT7) N166R (previamente descrita en la solicitud de EE.UU. con nº de serie 12/773.002 (solicitud publicada 
de EE.UU. n.º 2010/0281552)), C1+A4E, IV, 9B8, 9F6 a 37 ºC en caldo de Luria (LB) a un DO600 = 0,6 y después se 15 
indujeron a la sobreexpresión mediante la adición de ramnosa (concentración final del 0,2 %). A continuación, se 
cultivaron cultivos inducidos por duplicado bien a 25 o 37 ºC durante 17 horas, momento en el que se prepararon 
fracciones totales (T) y solubles (S), y se analizaron por SDS-PAGE usando SIMPLYBLUE™ SafeStain (Invitrogen) 
para teñir los geles (FIG. 39A-B). hRL y Luc2 se usaron como controles. 
 20 
Las variantes de OgLuc, hRL y Luc2 se expresaron bien y resultaron ser solubles cuando la inducción se produjo a 
25 ºC (FIG. 39A; caben destacar la banda oscura de aproximadamente 19 kDa de la fracción "soluble" para las 
variantes de OgLuc, excluyendo la variante N166R y las bandas de aproximadamente 36 y 64 kDa de la fracción 
"soluble" para hRL y Luc2, respectivamente). En cambio, aunque C1+A4E, IV, 9B8 y 9F6 expresado bien a 37 ºC 
(significativamente mejor que hRL o Luc2, como se muestra en la fracción "total"), solo las variantes 9B8 y 9F6 25 
fueron solubles cuando se empleó la inducción a alta temperatura (véase la FIG. 39B; cabe destacar la banda 
oscura de aproximadamente 19 kDa de la fracción "soluble" para 9B8 y 9F6). Estos resultados rastreados con los 
datos de estabilidad térmica se muestran en la Tabla 24 y en la FIG. 38. 
 
C. 9B8 0PT Y 9B8 OPT+K33N 30 
 
Se comparó la estabilidad térmica de las variantes 9B8 opt y 9B8 opt+K33N. Se prepararon lisados de E. coli que 
contenían la variante 9B8 opt o 9B8 opt+K33N y se analizaron como se ha descrito anteriormente, con las siguientes 
excepciones: los lisados se diluyeron 1:100 en tampón de lisis descrito anteriormente y los lisados diluidos por 
duplicado se incubaron a 60 ºC en una termociclador. Se retiraron alícuotas en diferentes puntos temporales y se 35 
colocaron en hielo seco para congelar las muestras. Se descongelaron los lisados congelados a 22 ºC y se 
ensayaron con un tampón que contenía CDTA 20 mM, KCl 150 mM, DTT 10 mM, PBI-3939 20 µΜ, HEPES 100 mM, 
pH 7,0, tiourea 35 mM y TERGITOL® NP-9 al 0,1 % (v/v). La luminiscencia se midió en un luminómetro GLOMAX® 
(Promega Corp.). La FIG. 40A muestra la evolución en el tiempo de la producción de la luz del valor del logaritmo 
natural (In) de la luminiscencia medida en URL a lo largo del tiempo en minutos. Como se muestra en la FIG. 40B, 40 
9B8 opt+K33N tuvo una semivida a 60 ºC de 6,8 horas, que resultó ser más larga que la semivida de 5,7 horas de 
9B8 opt. 
 
La Tabla 25 muestra los datos de estabilidad térmica a 60 ºC ("T1/2 (60 ºC)") de 9B8 opt y 9B8 opt+K33N, y de 
luminiscencia ("URL") al inicio del período de incubación (es decir, t = 0). 9B8 opt+K33N resultó ser más estable y 45 
aproximadamente 1,8 veces más brillante que 9B8 opt, lo que indica que la sustitución de aminoácidos K33N 
proporcionó tanto una mayor producción de luz como una mayor estabilidad térmica. 
 

Tabla 25: Datos de estabilidad térmica y de luminiscencia para 9B8 opt y 9B8 opt +K33N 
Variante T1/2 (60 ºC) URL 

9B8 opt 5,7 h 23.283.252.000 

9B8 opt+K33N 6,8 h 42.278.732.000 
 50 
D. Variantes 9B8+K33N 
 
Se examinó la estabilidad térmica de las variantes a 60 ºC como se ha descrito anteriormente, excepto que el 
tampón de ensayo contenía MES 100 mM, pH 6,0 en lugar de HEPES. La Tabla 26 y la FIG. 41 muestran la 
semivida en horas de las variantes a 60 ºC. Los datos indican que la sustitución de aminoácidos L27V mejora la 55 
estabilidad térmica. 
 

Tabla 26: Estabilidad térmica de variantes de OgLuc a 60 ºC 
Muestra Semivida en horas 

9B8 5,1 

K33N 6,7 

T39T, Y68D 16,3 
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T39T, L27V, K43R 11,8 

L27V, T39T, K43R, Y68D 21,7 

T39T, K43R, Y68D 15,2 

L27V, T39T, K43R, S66N 11,8 

L27V,K43R, Y68D 23,2 

L27V, Y68D 28,5 

L27V, K43R, S66N 10,7 

 
También se exploraron las variantes 9B8 y V2 (9B8+K33N+T39T+K43R+Y68D) en las células HEK293 para 
determinar su estabilidad. Las variantes se clonaron en pF4Ag y se transfectaron en células HEK293 (15.000 
células/pocillo) como se ha descrito anteriormente. Después de la transfección, las células se lisaron en reactivo de 
ensayo (como se ha descrito previamente; no PBI-3939) y se midió la luminiscencia medidos el reactivo de ensayo 5 
con PBI-3939 20 µΜ. 9B8 tuvo una semivida de 5,2 horas, mientras que V2 tuvo una semivida de 16,8 h. Esto 
coincide con la semivida observada para estas variantes en E. coli (Tabla 26). 
 
E. Variante L27V  
 10 
Se ensayó la actividad de la variante L27V (9B8+K33N+L27V+T39T+K43R+Y68D) en diversos valores de pH y 
diferentes condiciones de sal. 9B8 y 9B8+K33N mostraron previamente tener una estabilidad similar a pH 6 y pH 7 
(datos no mostrados). Para evaluar la actividad en diferentes condiciones de sal, se mezclaron 50 µl de tampón de 
ensayo con PBI-3939 20 µΜ y cantidades variables de KCl o NaCl con 50 µl de células HEK293 transfectadas 
transitoriamente con L27V (pF4Ag). Se midió la luminiscencia y se determinó el porcentaje de actividad (la 15 
proporción de la luminiscencia con respecto a la ausencia de sal) (FIG. 42B). Para evaluar la actividad a diversos 
pH, se preparó un reactivo que contenía citrato 100 mM, MES 100 mM, PIPES 100 mM, HEPES 100 Mm, TAPS 
100 mM, TERGITOL® NP-9 al 0,5 % (v/v), MAZU® DF 204 al 0,05 %, CDTA 1 mM y DTT 1 mM valorado a diversos 
valores de pH. Se mezcló L27V 362 pM en reactivo de ensayo con sustrato PBI-3939 100 µΜ y se midió la 
luminiscencia (FIG. 42A). 20 
 
Ejemplo 29-Gel filtración análisis cromatográfico de variantes de OgLuc 
 
A. C1+A4E y 9B8  
 25 
Se usó el análisis de filtración en gel para verificar el peso molecular esperado de las proteínas OgLuc purificadas 
basándose en los valores teóricos y, por consiguiente, para determinar su estado oligomérico. Se realizó una 
comparación entre el volumen hidrodinámico relativo de las variantes de OgLuc C1+A4E y 9B8 mediante 
cromatografía de filtración en gel. Para este análisis, se clonaron la secuencia de nucleótidos para las variantes de 
OgLuc C1+A4E y 9B8 en un Vector FLEXI® marcado con HQ (Promega Corp.) para crear una proteína marcada 30 
terminalmente con HQHQHQ se sobreexpresara en células KRX de E. coli. Las proteínas sobreexpresadas se 
purificaron usando el Sistema de purificación de proteínas HISLINK™ (Promega Corp.) de acuerdo con las 
instrucciones del fabricante. Las muestras de cada patrón individual y proteína de muestra se analizaron por 
cromatografía de filtración en gel, que se realizó a 24 ºC en un HPLC Agilent 1200, usando una columna de 
Superdex 200 5/150 GL (GE Healthcare) con un caudal de 0,25 ml/min (FIG. 43A-B). La fase móvil (es decir, tampón 35 
de ejecución) consistió en Tris 50 mM y NaCl 150 mM, pH 7,5. Se controló la elución de la proteína a 214 y 280 nm. 
Se generó una curva de patrón de calibración usando: 1) ovoalbúmina, 43 kDa (GE Healthcare), 2) anhidrasa 
carbónica, 29 kDa (Sigma) y 3) mioglobina, 17 kDa (Horse Heart, Sigma). Los pesos moleculares de las proteínas 
purificadas se calcularon directamente a partir de la curva de calibración. 
 40 
La elución relativa de las proteínas observadas con esta columna fue ovoalbúmina a los 7,98 min, anhidrasa 
carbónica a los 8,65 min, 9B8 a los 8,97 min y mioglobina a los 9,06 min (FIG. 43A-B). Como se muestra en la FIG. 
43B, 9B8 se eluye como una proteína de 21 kDa (PM predicho de aproximadamente 19 kDa) lo que indica que la 
variante 9B8 existía como un monómero, mientras que C1+A4E se eluyó en aproximadamente 4,3 min (FIG. 43A), lo 
que indica que C1+A4E se expresó y existe como un multímero, por ejemplo, posiblemente como un complejo 45 
tetramérico o algo mayor. 
 
B. Variante L27V 
 
Para demostrar que la variante de OgLuc L27V existe en un estado monomérico, se usó el análisis de filtración en 50 
gel para verificar el peso molecular esperado de la proteína L27V purificada en función del valor teórico y, por 
consiguiente, para determinar su estado oligomérico. Se preparó el volumen hidrodinámico relativo de la variante 
L27V mediante cromatografía de filtración en gel. Para este análisis, se clonó la secuencia de nucleótidos para la 
variante L27V en un vector pFN18A HaloTag® (Promega Corp.) para crear una proteína marcada terminalmente con 
HaloTag® que se sobreexpresa en células KRX de E. coli (Promega Corp.). La proteína sobreexpresada se purificó 55 
usando el Sistema de purificación de proteínas HaloTag® (Promega Corp.) de acuerdo con las instrucciones del 
fabricante. Las muestras de cada patrón individual y proteína de muestra se analizaron por cromatografía de 
filtración en gel, que se realizó a 24 ºC en un HPLC Agilent 1200, usando una columna de Superdex 200 5/150 GL 
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(GE Healthcare) con un caudal de 0,25 ml/min (FIG.56). La fase móvil (es decir, tampón de ejecución) consistió en 
Tris 50 mM y NaCl 150 mM, pH 7,5. Se controló la elución de la proteína a 214 y 280 nm. Se generó una curva de 
patrón de calibración usando: 1) ovoalbúmina, 43 kDa (GE Healthcare), 2) mioglobina, 17 kDa (Horse Heart, Sigma) 
y 3) ribonucleasa, 14 kDa (páncreas bovino, GE Healthcare). Como se muestra en la FIG. 44, la variante L27V se 
eluyó como una proteína de 24 kDa (el PM predicho es de aproximadamente 19 kDa) lo que indica que existía como 5 
un monómero. 
 
Ejemplo 30 - Niveles de expresión de proteínas de variantes de OgLuc 
 
A. IV, 8A3, 8F2, 9B8, 9F6 y 15C1 10 
 
La normalización de la expresión de proteínas proporciona información acerca de las posibles diferencias en la 
actividad específica. Para proporcionar un medio para la cuantificación de la expresión de proteínas, las variantes de 
OgLuc se clonaron en un vector pF4Ag que contenía HT7 C-terminal para generar proteínas de fusión de variante de 
OgLuc-HT7 como se ha descrito anteriormente. Se generaron las siguientes proteínas de fusión: IV-HT7 (SEQ ID 15 
NO: 48 y 49), 8A3-HT7 (SEQ ID NO: 34 y 35), 8F2-HT7 (SEQ ID NO: 50 y 51), 9B8-HT7 (SEQ ID NO: 36 y 37), 9F6-
HT7 (SEQ ID NO: 38 y 39) y 15C1-HT7 (SEQ ID NO: 52 y 53). Se cultivaron E. coli que contenía las fusiones de 
variante de OgLuc-HT7 y se indujeron como se ha descrito anteriormente. Se lisaron 900 µl de cultivo celular con 
100 µl de 10 x reactivo de lisis celular FASTBREAK™ (Promega Corp.). Se añadió ligando de TMR HALOTAG® 
(Promega Corp.) a cada muestra de lisado bacteriano para obtenerse una concentración final de 0,5 µΜ. Se 20 
incubaron los lisados bacterianos con el ligando de TMR HALOTAG® durante 30 min a temperatura ambiente de 
acuerdo con las instrucciones del fabricante. Se diluyeron 10 µl de cada muestra 1:1 con 1 x FASTBREAK™, es 
decir, 10 µl de muestra por 10 µl de 1 x FASTBREAK™. Se analizaron 15 µl del lisado y 15 µl de la dilución 1:1 para 
cada muestra por SDS PAGE. Las proteínas de fusión marcadas se resolvieron mediante SDS-PAGE, se tiñeron 
con SIMPLYBLUE™ SafeStain (FIG. 45A) y fluorimaged (GE Healthcare Typhoon). Las bandas se cuantificaron 25 
usando el programa informático ImageQuant (GE Healthcare). La FIG. 45B muestra el volumen de la banda medido 
a partir de la FIG. 45A para IV-HT7 ("IV"), 15C1-HT7 ("15C1"), 9B8-HT7 ("9B8"), 9F6-HT7 ("9F6") y 8F2-HT7 ("8F2"), 
normalizado con respecto a IV-HT7. Los datos muestran que las variantes de IV se expresaron bien en comparación 
con IV. 
 30 
B. 9B8 opt, V2 y L27V 
 
Se compararon los niveles de expresión y solubilidad de 9B8 opt, V2 y L27V. Se usaron estas tres variantes, en el 
contexto de un fondo de pF4Ag, para transformar células KRX de E. coli. Los clones resultantes se usaron para un 
experimento de expresión en el que se cultivaron colonias individuales durante la noche a 30 ºC, se diluyeron 1:100 35 
en LB, se cultivaron a una DO600 de aproximadamente 0,5 y después se indujeron con ramnosa al 0,2 % durante 18 
horas a 25 ºC. A continuación, se incubaron las células durante 30 min a temperatura ambiente en presencia de 0,5 
x reactivo de lisis FASTBREAK™ (Promega Corp.) y los lisados resultantes se almacenaron a -20 ºC. Después de 
una lenta descongelación en hielo, se prepararon fracciones solubles por centrifugación a alta velocidad durante 10 
min a 4 ºC. A continuación, se analizaron las fracciones totales (T) y solubles (S) en bruto para los niveles de 40 
expresión usando SDS-PAGE + tinción con Simply Blue (FIG. 46A), así como mediante la medición de la 
luminiscencia (FIG. 46B). Para la medición de la luminiscencia, se mezclaron 50 µl de lisados solubles en placas de 
microtitulación de 96 pocillos con 50 µl de reactivo de ensayo (descrito anteriormente; PBI-3939 40 µΜ) y se midió la 
luminiscencia usando un lector de placas de múltiple detección TECAN® INFINITE® F500. Estos resultados indican 
que la clasificación de estas tres variantes, en función de sus niveles de expresión y solubilidad, es L27V > V2 > 45 
9B8opt.  
 
Ejemplo 31 - Brillo de las variantes de OgLuc expresadas en células de mamífero 
 
A. IV y 9B8 50 
 
Se las variantes IV y 9B8 en el vector pF4Ag (es decir, sin HT7) para determinar el brillo en las células HEK293. Se 
usó hRL como control. En resumen, las células HEK293, sembradas a 15.000 células/pocillo en una placa de 96 
pocillos, se transfectaron transitoriamente usando TRANSIT®-LT1 con ADN de plásmido que codificaban las diversas 
variantes y/o secuencias de control. Las células se cultivaron, se lisaron y se trataron como se ha descrito en el 55 
Ejemplo 25. Las células se transfectaron junto con pGL4.13 (Promega Corp.) como un control de transfección (se 
usaron 10 ng/transfección o 10 % del ADN total transfectado). La luminiscencia se midió como se ha descrito 
anteriormente usando coelenterazina natural como sustrato para hRL o PBI-3939 como sustrato para las variantes 
de OgLuc. Los datos de las variantes de OgLuc se corrigieron para la eficacia de transfección usando la 
luminiscencia de Luc2 (es decir, midiendo la luminiscencia después de la adición de sustrato de luciferina). Las 60 
variantes de OgLuc IV y 9B8 tuvieron mayor luminiscencia en comparación con hRL ("Renilla") (FIG. 47). 
 
Para la comparación del brillo en una base por mol en células de mamífero, se analizó la proteína de fusión HT7 C-
terminal de la variante 9B8 ("pF4Ag-OgLuc-9B8-HT7") descrita en el Ejemplo 30, y se comparó con la proteína de 
fusión HT7 C-terminal-hRL ("pF4Ag-Renilla-HT7") y la proteína de fusión HT7 C-terminal-Luc2 ("pF4Ag-Luc2-HT7"). 65 
Se sembraron las células HEK293 (15.000) y se cultivaron durante la noche a 37 ºC. Estas células se transfectaron 
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con 100 ng de ADN de pF4Ag-Renilla-HT7, pF4Ag-Luc2-HT7 o pF4Ag-OgLuc-9B8-HT7, y se cultivaron durante la 
noche a 37 ºC. Se eliminó el medio y se lisaron las células como se ha descrito anteriormente. Se ensayaron 10 µl 
de cada muestra para determinar la luminiscencia (URL) con 50 µl de BRIGHT-GLO™ para Luc2, 50 µl de 
coelenterazina natural 20 µΜ para hRL y 50 µl de PBI-3939 20 µΜ para la variante 9B8. 
 5 
Se combinaron los lisados de 6 pocillos y se marcaron con ligando de TMR HALOTAG® como se describe en el 
Ejemplo 30. Las proteínas de fusión marcadas se resolvieron mediante SDS-PAGE y fluorimaged (GE Healthcare 
Typhoon). Se determinaron las densidades de las bandas para cuantificar el número relativo de moles presentes 
para cada enzima luciferasa, y el valor de URL para cada muestra se normalizó entre la densidad de bandas 
calculada para normalizar los niveles de expresión de cada proteína, es decir, las URL normalizadas usando 10 
cuantificación con marcador TMR (FIG. 48). De mol a mol, la variante 9B8 fue aproximadamente 15 veces más 
brillante que Luc2 y > 100 veces más brillante que hRL. Estos datos representaron diferencias en la actividad 
específica. 
 
B. 9B8 opt y 9B8 opt+K33N 15 
 
Se midió el brillo de las variantes 9B8 opt y 9B8 opt+K33N expresadas en células HEK293 y se comparó como se 
describe para las variantes sin HT7 en el Ejemplo 31. Se usaron 30 y se 100 ng de ADN de plásmido que contenía el 
ADN de variante para transfectar células HEK293. Las células se cultivaron y se indujeron como se describe en el 
Ejemplo 31, excepto que las células se lisaron con un tampón de lisis que contenía CTDA 1 mM, KCl 150 mM, DTT 20 
2 mM, MES 100 mM, pH 6,0, tiourea 35 mM, TERGITOL® NP-9 al 0,25 % (v/v) y 10 mg/ml de 2-hidroxipropil-β-
ciclodextrina. Los lisados se ensayaron con tampón de lisis que contenía PBI-3939 20 µΜ, y la luminiscencia se 
midió en un luminómetro TECAN® GENIOS™ Pro. Como se muestra en la FIG. 49, 9B8 opt+K33N resultó tener una 
mayor luminiscencia en comparación con 9B8 opt en células HEK293, que se rastrea con los datos de expresión 
bacteriana de la Tabla 25 y FIG. 29.  25 
 
C. Variantes 9B8+K33N 
 
Se midió el brillo de las variantes expresadas en las células HEK293 y NIH3T3 como se ha descrito anteriormente. 
La luminiscencia de las variantes se normalizó con respecto a la luminiscencia generada por 9B8 opt (Tabla 27). 30 
 

Tabla 27: Aumento de la luminiscencia generada por la combinación de variantes de OgLuc en células 
NIH3T3 y HEK293 

Muestra HEK293 NIH3T3 

9B8 1,0 1,0 

K33N 1,8 1,5 

T39T, Y68D 1,9 1,5 

T39T, L27V, K43R 1,3 0,9 

L27V, T39T, K43R, Y68D 1,6 1,6 

T39T, K43R, Y68D 1,9 1,9 

L27V, T39T, K43R, S66N 1,3 1,2 

L27V, K43R, Y68D 1,6 1,5 

L27V, Y68D 1,7 1,4 

L27V, K43R, S66N 1,2 1,0 

 
D. L27V 35 
 
Se realizó una comparación de la luminiscencia de la variante L27V con la luciferasa de luciérnaga sola y como una 
fusión. Se sembraron células HEK293 y HeLa en placas a 15.000 y 10.000 células/pocillo, respectivamente, en los 
pocillos de placas de 12 pocillos y se incubaron durante la noche a 37 ºC, CO2 al 5 %. Las células se transfectaron 
luego con diluciones en serie de pF4Ag que contenía L27V o Luc2. Se transfectaron 20 ng de pGL4.13 (Promega 40 
Corp.) junto con L27V, y se transfectaron 20 ng de pGL4.73 (Promega Corp.) junto con Luc2 para actuar como ADN 
portador para diluciones inferiores del ADN de plásmido de L27V o Luc2. A continuación, se transfectó el ADN de 
plásmido en las células (6 duplicados para cada dilución por cada tipo de célula) usando reactivo de transfección 
TRANSIT®-LTI de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Las células se incubaron entonces durante 24 horas 
a 37 ºC, CO2 al 5 %. 45 
 
Tras de la transfección, se retiró el medio de las células, y se añadieron 100 µl de PBS con TERGITOL® NP-9 al 
0,5 % (v/v) y se agitó durante 10 min a temperatura ambiente. Se ensayaron 10 µl de cada lisado celular usando el 
sistema de ensayo de luciferasas ONE-GLO™ (Promega Corp.; Luc2) o reactivo de ensayo (Ejemplo 22H con PBI-
3939 20 µΜ; OgLuc). La luminiscencia se midió como se ha descrito anteriormente para las células HEK293 (FIG. 50 
50A) y HeLa (FIG. 50B). 
 
La comparación de L27V y Luc2 como parejas de fusión se realizó como se ha descrito anteriormente. Se fusionaron 
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L27V y Luc2 a proteína HALOTAG® en pF4Ag. Las FIG. 50C-D muestran la luminiscencia medida con las diferentes 
fusiones en células HEK293 (FIG. 50C) y HeLa (FIG. 50D). 
 
Además de medir la luminiscencia, también se analizó la expresión de proteínas. La transfección se realizó como se 
ha descrito anteriormente. Después de la transfección, se retiró el medio de las células, y las células se lavaron en 1 5 
x PBS. Se añadieron 100 µl de 0,1 x tampón de lisis de mamífero (Promega Corp.) que contenía ligando de TMR 
HALOTAG® 1 µΜ (Promega Corp.) y 20 U de DNasa I, y las células se incubaron con agitación lenta durante 45 min 
a temperatura ambiente. A continuación, se congelaron las muestras de células a -20 ºC. Para el análisis de 
proteínas, se añadieron 32,5 µl de 4 x colorante de carga SDS a cada muestra, y las muestras se calentaron a 95 ºC 
durante 2 min. A continuación, se cargaron 10 µl de muestra en un gel de SDS-PAGE y se generaron imágenes con 10 
un escáner Typhoon como se ha descrito anteriormente (FIG. 50E). 
 
Ejemplo 32 - Brillo de la variante de OgLuc purificada en comparación con la luciferasa de luciérnaga 
 
Se sobreexpresó la variante de OgLuc 9B8 y se purificó como se describe en el Ejemplo 33. Las reacciones entre la 15 
enzima diluida y el sustrato se realizaron usando el siguiente tampón/reactivo de ensayo dos veces: MES 100 mM, 
pH 6,0, CDTA 1 mM, KCl 150 mM, tiourea 35 mM, DTT 2 mM, TERGITOL® NP-9 al 0,25 % (v/v), MAZU® DF 204 al 
0,025 %, 10 mg/ml de 2-hidroxi-β-ciclodextrina y PBI-3939 20 µΜ. Las concentraciones de ensayo final de enzima 
purificada y el sustrato fueron de 0,5 pM y 10 µΜ, respectivamente. En paralelo, se analizaron las reacciones entre 
luciferasa de luciérnaga purificada diluida (es decir, luciferasa recombinante QUANTILUM® (Promega Corp.)) y 20 
luciferina. El tampón/reactivo de ensayo para la reacción de la luciferasa de luciérnaga fue BRIGHT-GLO™, y las 
concentraciones de ensayo finales fueron enzima 0,5 pM y luciferina 500 µΜ. Como los tampones/reactivos para 
cada reacción se sabía que proporcionaban cinética de "resplandor", se usó un punto temporal de 15 min para 
recoger los datos de luminiscencia. Los resultados de este experimento demostraron que 9B8 opt usando PBI-3939 
(19.200 URL) fue aproximadamente 8 veces más brillante que la luciferasa recombinante QUANTILUM® con 25 
BRIGHT-GLO™ (2300 URL). 
 
Ejemplo 33 - Análisis de la inhibición 
 
Para determinar la susceptibilidad de las variantes de OgLuc a las interacciones no diana, se exploró la actividad de 30 
las variantes 9B8 y L27V frente a una biblioteca LOPAC (biblioteca de compuestos farmacológicamente activos). Se 
preparó una biblioteca LOPAC 1280 (Sigma) diluyendo los compuestos a 1 mM en DMSO. El día del ensayo, los 
compuestos se diluyeron a 20 µΜ en 1 x PBS y se transfirieron 10 µl a una placa blanca de 96 pocillos. A cada 
pocillo, se añadieron 10 µl de 9B8, L27V o enzima luciferasa de luciérnaga (Luc2) purificadas diluidas a 10-4 en 
tampón de lisis Glo (Promega Corp.) y se incubaron a temperatura ambiente durante 2 min. A las muestras, se 35 
añadieron 20 µl de reactivo de ensayo (CDTA 1 mM, KCl 150 mM, DTT 2 mM, MES 100 mM, pH 6,0, tiourea 35 mM, 
TERGITOL® NP-9 al 0,5 % (v/v) y PBI-3939 60 µΜ), se incubaron durante 3 min, y se midió la luminiscencia en un 
luminómetro TECAN® GENIOS™ Pro. Para el ensayo de la luciferasa de luciérnaga, se usó el reactivo de ensayo 
BRIGHT-GLO™ (Promega Corp.) de acuerdo con el protocolo del fabricante. Como control negativo, 8 pocillos de 
cada placa contenían 1 x PBS + glicerol al 2 %. Como control positivo, 8 pocillos de cada placa contenían suramina 40 
2 mM en DMSO al 2 % o inhibidor de luciferasa 1 2 mM en DMSO al 2 % (Calbiochem). La suramina se identificó en 
la exploración preliminar de la biblioteca LOPAC (es decir, la biblioteca LOPAC se exploró usando la variante 9B8 
con una concentración de sustrato inferior de 20 µΜ) como inhibidor de OgLuc. 
 
Los resultados de la FIG. 51 indican una baja frecuencia general de las interacciones no diana entre los compuestos 45 
de la biblioteca LOPAC y L27V. Esto sugiere un posible uso de L27V como una herramienta de exploración para 
grandes bibliotecas de diversos productos químicos y candidatos terapéuticos, incluyendo los formatos basados en 
células vivas (por ejemplo, la exploración de alto rendimiento). 
 
Para examinar aún más la resistencia a la inhibición, se exploraron 9B8 y L27V purificadas frente a diversas 50 
concentraciones de suramina (Sigma S-2671) y tirfostina AG 835 ("Tyr ag 835") (Sigma T-5568) (FIG. 52A-C). Las 
FIG. 52E-D muestran las estructuras químicas para la suramina y Tyr AG 835, respectivamente. Se prepararon 9B8 
y L27V purificadas como se ha descrito anteriormente. Se prepararon diluciones en serie (0, 2 µΜ, 6 µΜ, 20 µΜ, 
60 µΜ, 200 µΜ y 2 mM) de los inhibidores en 1 x PBS con DMSO al 2 %. A los pocillos de una placa de ensayo 
blanca, de 96 pocillos, se añadieron 10 µl de enzima diluida y 10 µl de inhibidor diluido, y se incubaron a temperatura 55 
ambiente durante 2 min. Se añadieron 20 µl de reactivo de ensayo (descrito anteriormente) y se midió la 
luminiscencia en un luminómetro GLOMAX®-96 (FIG. 52A-C). Las FIG. 52A-B muestran las curvas de respuesta a la 
dosis de 9B8 y L27V frente a la suramina (FIG. 52A) y Tyr AG 835 (FIG. 52B). La FIG. 52C muestra la concentración 
inhibidora máxima media (CI50) de la suramina y Tyr ag 835 para 9B8 y L27V. Los datos indican que L27V es un 
indicador potente que se podría usar como una herramienta de exploración de grandes bibliotecas de diversos 60 
productos químicos y/o candidatos terapéuticos. 
 
Ejemplo 34 - Resistencia a las interacciones de proteínas inespecíficas  
 

1. Se diluyeron en serie enzimas 9B8 y L27V purificadas en 1:10 en tampón (1 x PBS, DTT 1 mM e IGEPAL® 65 
CA-630 al 0,005 %) con o sin 0,5 mg/ml de BSA (4 series de cada dilución) hasta 200 µl en tubos de separación 
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de PCR. Las muestras se incubaron a 60 ºC, y a las 0, 2, 4 y 6 horas, se transfirió una serie de diluciones para 
cada variante a -70 ºC. Para analizar la actividad, se descongelaron las muestras hasta la temperatura ambiente 
en un baño de agua. Se añadieron 50 µl de reactivo de ensayo (como se ha descrito anteriormente con PBI-3939 
100 µΜ), y se midió la luminiscencia para cada minuto durante 30 minutos en un lector de placas TECAN® 
INFINITE® F500. La actividad se calculó usando la luminiscencia media de las diluciones de 1 x 106 y 1 x 107 5 
(FIG. 53). 
2. Para demostrar la reactividad de las variantes de OgLuc al plástico, se expusieron 9B8 y L27V purificadas a 
placas de poliestireno y se midió su actividad. Se dispusieron 50 µl de 9B8 (45,3 pM) y L27V (85,9 pM) 
purificadas en DMEM sin rojo de fenol con PRIONEX® al 0,1 % en pocillos de una placa de microvaloración de 
poliestireno, de 96 pocillos, a los 60, 40, 20 y 0 min. A las muestras, se añadieron 50 µl de reactivo de ensayo 10 
(descrito anteriormente) que contenía PBI-3939 20 µΜ y se incubaron durante 5 min a temperatura ambiente. La 
luminiscencia se midió como se ha descrito anteriormente, y se determinó el porcentaje de actividad (FIG. 54; 
proporción de luminiscencia con respecto al tiempo 0). 

 
Ejemplo 35 - Modificación posterior a la traducción 15 

 
Para determinar si las variantes de OgLuc sufren cualquier modificación posterior a la traducción cuando se 
expresan en células de mamífero, se expresaron las variantes 9B8 y L27V tanto en células de mamíferos como E. 
coli, y se analizaron mediante espectrometría de masas (MS). 
 20 
Las variantes 9B8 y L27V se expresaron como fusiones de HALOTAG® N-terminal (pFNl 8K para E. coli; pFN21K 
para células HEK293) en células HEK293 y KRX de E. coli (Promega Corp.), y se purificaron usando el sistema de 
purificación de proteínas HALOTAG® (Promega Corp.) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Se analizaron 
aproximadamente 5 pmol de enzima purificada mediante LC/MS usando una columna C4 (Waters XBridge BEH300, 
3,5 µm) en interfaz con un espectrómetro de masas LTQ Orbitrap Velos (Thermo Scientific). Los datos se 25 
adquirieron de 600-2000 m/z usando el LTQ para la detección, y se procesaron usando el programa informático 
MagTran v1.03 (Zhang et al., J. Am. Soc. Mass. Spectrom, 9: 225-233 (1998)). Ambas enzimas purificadas tenían 
una masa determinada experimentalmente de 19.666 Da, en comparación con una masa calculada de una variante 
de OgLuc no modificada, es decir, ausente de cualquier modificación posterior a la traducción, de 19.665 Da.  
 30 
Ejemplo 36 - Evaluación de variantes de OgLuc como indicador de la transcripción 
 
A. IV  
 
Se examinó el uso de las variantes de OgLuc como indicadores de la transcripción. Para generar un indicador de la 35 
transcripción de cAMP, se subclonaron hRL e IV usando métodos conocidos en la técnica en un vector pGL4 
modificado (Promega Corp.) que contenía una secuencia de barnasa, que se reemplazó por el fragmento de ADN de 
interés. La secuencia líder de pGL4 modificado contenía un promotor mínimo y un elemento de respuesta a cAMP 
(CRE; SEQ ID NO: 96), de modo que tras la estimulación con un agonista de cAMP tal como forskolina (FSK), las 
células se acumulaban cAMP activaron el indicador y generaron luminiscencia. En este experimento, se usaron 2 ng 40 
de ADN de cualquiera de las construcciones de indicadores de la transcripción con hRL o IV para transfectar células 
HEK293 como se describe en Ejemplo 25. A las 24 horas de la transfección, se trataron las células con FSK 100 µΜ. 
Las células que no fueron tratados con FSK se usaron como control. Después de 6 horas, se añadió un reactivo 
indicador a las células tratadas y de control. Para hRL, el reactivo indicador fue reactivo Renilla-Glo™ (Promega 
Corp.). Para IV, el reactivo indicador contenía CDTA 1 mM, pH 5,5, KCl 150 mM, DTT 10 mM, TERGITOL® NP-9 al 45 
0,5 % (v/v), coelenterazina-h 20 µΜ y tiourea 150 mM. Después de 10 minutos, se leyó la luminiscencia en un 
Varioskan® ultrarrápido (Thermo Scientific). 
 
La FIG. 55 muestra la luminiscencia normalizada de las células HEK293 que contenían el indicador de la 
transcripción de hRL ("Renilla") o IV tratadas ("+ FSK") o no tratadas ("-FSK") con FSK. La respuesta, es decir, las 50 
veces de inducción o las veces de aumento ("VECES") en la luminiscencia se determinó dividiendo la luminiscencia 
de las células tratadas (+ FSK) con la luminiscencia de las células de control (-FSK). Como se muestra en la FIG. 55, 
la respuesta para hRL resultó ser < 50, mientras que para IV fue > 300, lo que demostró el uso de IV como indicador 
de la transcripción. 
 55 
B. 9B8 y 9B8 opt 
 
También se examinó el uso de las variantes 9B8 y 9B8 opt como indicadores de la transcripción y se comparó con 
los indicadores de la transcripción hRL y Luc2 como se ha descrito anteriormente para el indicador de la 
transcripción IV con las siguientes modificaciones. Los indicadores de la transcripción de cAMP que contenían bien 60 
la variante 9B8 o la variante 9B8 opt se generaron como se ha descrito anteriormente. Después de 6 horas de 
inducción con FSK, se retiró el medio de las células y se reemplazó con 100 µl de tampón de lisis descrito en el 
Ejemplo 25, creando un lisado. Se ensayó el lisado de las células transfectadas tratadas con o sin FSK para 
determinar la luminiscencia como se describe en el Ejemplo 25. Se ensayaron 10 µl del lisado de Luc2 con 50 µl de 
reactivo de ensayo de luciferasas BRIGHT-GLO™. Se ensayaron 10 µl del lisado de hRL con 50 µl de tampón de 65 
lisis que contenía coelenterazina natural 20 µΜ. Se ensayaron 10 µl de los lisados de las variantes 9B8 y 9B8 opt 
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con 50 µl de tampón de lisis que contenía PBI-3939 20 µΜ. 
 
La FIG. 56 muestra la luminiscencia normalizada de las células HEK293 que contenían el indicador de la 
transcripción 9B8, 9B8 opt, hRL o Luc2 tratadas ("inducidas") o no tratadas ("basal") con FSK. La respuesta, es 
decir, las veces de inducción o las veces de aumento ("veces") en la luminiscencia se determinó dividiendo la 5 
luminiscencia inducida entre la luminiscencia basal (FIG. 56). Aunque los valores de veces de inducción son 
similares para cada uno de los indicadores a excepción de Luc2, la luminiscencia generada por el indicador de la 
transcripción 9B8 opt fue aproximadamente 2,5 registros superior al indicador de la transcripción Renilla inducido y 
aproximadamente 1,5 registros superior al indicador de la transcripción Luc2. La FIG. 56 demostró el uso de 9B8 y 
9B8 opt como indicadores de la transcripción. 10 
 
C. 9B8 y 9B8 opt opt+K33N 
 
Se compararon las variantes 9B8 opt y 9B8 opt+K33N en un ensayo de indicadores de la transcripción líticos. Se 
clonó la variante 9B8 opt+K33N usando métodos conocidos en la técnica en un vector pGL4.29 (Promega Corp.), 15 
que contenía un elemento de respuesta a AMP cíclico (CRE). Se ensayó el indicador de la transcripción 9B8 
opt+K33N y se comparó con el indicador de la transcripción 9B8 opt como se ha descrito anteriormente en células 
HEK293. Se usaron 30 y 100 ng de ADN de plásmido que contenía las versiones de indicador de la transcripción de 
las variantes para transfectar células HEK293. Las células fueron inducidas con FSK durante 5 horas antes de la 
medición de la luminiscencia. Las células se lisaron con un tampón de lisis que contenía CTDA 1 mM, KCl 150 mM, 20 
DTT 2 mM, MES 100 mM, pH 6,0, tiourea 35 mM, TERGITOL® NP-9 al 0,25 % (v/v) y 10 mg/ml de 2-hidroxipropil-β-
ciclodextrina. La luminiscencia se midió en un luminómetro TECAN® GENIOS™ Pro. El lisado se ensayó con el 
tampón de lisis que contenía PBI-3939 20 µΜ. La FIG. 57 muestra la luminiscencia normalizada (transfección 
corregida) de las células HEK293 que expresaban la construcción de indicador de la transcripción opt 9B8 o 9B8 
opt+K33N tratadas ("inducidas") o no tratadas ("basales") con FSK. Como se muestra en la FIG. 57, las veces de 25 
inducción de 9B8 opt fueron 360 cuando se usaron 30 ng de ADN para la transfección, y 109 cuando se usaron 
100 ng para la transfección, mientras que las veces de inducción de 9B8 opt+K33N fueron de 275 y 147, 
respectivamente. Cuando se usaron cantidades superiores de ADN para la transfección, K33N proporcionó una 
respuesta mayor. 
 30 
D. L27V 
 

1. Se clonó L27V en un vector indicador como se describe en C de este Ejemplo que contenía un elemento de 
respuesta de CRE, NFkB o HSE (elemento de choque térmico). A continuación, se transfectaron construcciones 
indicadoras a células HEK293 o células HeLa como se ha descrito anteriormente. Después, las células se 35 
indujeron usando FSK para CRE, TNFα para NFkB o 17-AAG de HSE. La luminiscencia se midió como se ha 
descrito anteriormente usando el reactivo de ensayo con PBI-3939 20 µΜ (FIG. 58A-C). Todas las 
construcciones indicadoras se validaron en líneas de células HEK293, HeLa, NIH3T3, U2OS y Jurkat (datos no 
mostrados).  
 40 
2. Se clonaron L27V02 y L27V02P (que contenían una secuencia PEST; SEQ ID NO: 323) en un vector indicador 
(basado en pGL4.32) como se describe en C de este Ejemplo. Otros variantes de OgLuc que contenían una 
secuencia PEST incluyen L27V01-PEST00 y L27V03-PEST02 (SEC ID NO: 320 y 326, respectivamente). A 
continuación, se transfectó la construcción indicadora a células HEK293 como se ha descrito anteriormente. 
Después, las células se indujeron usando FSK, y se midió la luminiscencia como se ha descrito anteriormente 45 
usando el reactivo de ensayo con PBI-3939 20 µΜ (FIG. 59A-B). También se crearon otras diversas 
construcciones indicadoras y se ensayaron en diversas líneas celulares (FIG. 59C). La FIG. 59A muestra la 
respuesta a la dosis completa para el sistema de CRE en las células HEK293. La FIG. 59B resume la FIG. 59B. 
La FIG. 59C resume los datos en las FIG. 59A-B, y muestra el mismo tipo de datos para el elemento de 
respuesta de NFkB. Ambas construcciones indicadoras de CRE y NFkB se examinaron en líneas celulares 50 
HEK293, HeLa, HepG2, Jurkat, ME180, HCT116 y U2OS. 
 
3. Se transfectaron células HEK293 (0,9 x 106 células en un matraz T25) con construcción de secreción pNFkB-
L27V (SEQ ID NO: 463 y 464; en la que se sustituyó la secuencia de secreción de IL-6 (SEQ ID NO: 461 y 462) 
con la secuencia de secreción de OgLuc natural (SEQ ID NO: 54), Metridia longa (Clontech), pNFkB-L27V 55 
(secuencia de secreción natural; SEQ ID NO: 465 y 466) o ADN de plásmido de luciferasa de luciérnaga (Luc2; 
basada en pGL4.32) usando FUGENE® HD (Promega Corp.) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Las 
células se incubaron a 37 ºC, CO2 al 5 % durante 8 horas, luego se trataron con tripsina en 0,5 ml de TrypLE 
(Invitrogen). Se volvieron a suspender los lisados en 8 ml de DMEM con FBS al 10 %, 1 x NEAA y 1 x piruvato de 
sodio. A continuación, se añadieron 100 µl de la muestra resuspendida a los pocillos de una placa de 96 pocillos 60 
y se incubaron durante 16 horas a 37 ºC, CO2 al 5 %. 

 
Tras la incubación, se retiró el medio de las células y se reemplazó por 100 µl de medio recién preparado con o sin 
TNFα (diluido en serie). Para ensayar para la secreción, a las 3 y 6 horas, se retiraron 5 µl de medio (por triplicado) 
de las células, se llevaron a 50 µl con PBS y se mezclaron con 50 µl de reactivo de ensayo (como se ha descrito 65 
anteriormente con PBI-3939 100 µΜ). La luminiscencia se midió a los 0 y 10 min como se ha descrito anteriormente 
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(FIG. 60). 
 
Para medir la actividad de la luciferasa de Metridia longa, se usó el sistema de luciferasa secretada Ready-to-
Glow™ (Clontech) de acuerdo con el protocolo del fabricante. En resumen, se añadieron 5 µl de reactivo Ready-to-
Glow™ a 5 µl de la muestra y 45 µl de PBS. La luminiscencia se midió inmediatamente después de la adición del 5 
reactivo (FIG. 60). 
 
E. Variantes L27V optimizadas 
 
Se prepararon ADN de plásmido (pGL4.32-L27V00, pGL4.32-L27V01, pGL4.32-L27V02, pGL4.32-L27V03 y 10 
pGL4.13) para la transfección usando FUGENE® HD de acuerdo con el protocolo del fabricante. El vector pGL4.32 
(Promega Corp.) contiene el elemento de respuesta a NF-κΒ. Las secuencias de codones optimizados de L27V 
sustituyen la secuencia de Luc2P en el vector. El vector pGL4.13 (Promega Corp.) contiene el gen Luc2 dirigido por 
el promotor SV40. 
 15 
A continuación, se mezclaron 300 µl de la mezcla de transfección de ADN con 6 ml de suspensión de células HeLa 
(2 x 105 células/ml), se homogeneizó y se sembraron 100 µl en pocillos de una placa de 96 pocillos. Las células se 
incubaron, a continuación, durante la noche a 37 ºC, CO2 al 5 %. Después de la incubación, se añadieron 10 µl de 
10 x rhTNFa en DPBS con BSA a los pocillos y se incubaron durante 4,5 horas a 37 ºC, CO2 al 5 %. Seis pocillos 
recibieron solo vehículo. Luego se dejaron las células equilibrar a temperatura ambiente durante 20 min y, a 20 
continuación, se añadieron 100 µl de reactivo de ensayo (como se ha descrito anteriormente con PBI-3939 100 µΜ). 
A las células que expresaban Luc2 o que recibieron tratamiento de solo vehículo, se añadieron 100 µl del reactivo de 
ensayo de luciferasa ONE-GLO™. La luminiscencia se midió 12 minutos después de la adición del reactivo de 
ensayo como se ha descrito anteriormente. Las FIG. 61A-B muestra la luminiscencia absoluta, las FIG. 61C-D 
muestran la luminiscencia normalizada y las FIG. 61E-F muestran las veces de respuesta. 25 
 
Ejemplo 37 - Variantes de OgLuc en un ensayo de indicador de la transcripción 
 
Para demostrar la capacidad de las variantes de OgLuc desveladas en el presente documento para su uso como 
indicadores de la transcripción, se usó la variante de OgLuc 9B8 opt como un indicador de la transcripción en una 30 
transfección directa, inversa y a granel. Se escogieron estos métodos de transfección porque son representativos de 
los métodos comúnmente usados para la expresión transitoria de indicadores genéticos de la transcripción. 
 
Transfección directa 
 35 
Se prepararon indicadores de la transcripción que contenían el elemento de respuesta a AMPc (CRE) y 9B8 opt o 
9B8 opt que comprendía además la secuencia de degradación de proteínas PEST (9B8 opt-P) en la cadena principal 
de pGL4.29 (Promega Corp.), es decir, el gen luc2P del vector pGL4.29 se reemplazó por 9B9 opt (SEQ ID NO: 24) 
o 9B8 opt-P (SEQ ID NO: 65). pGL4.29 se usó como control/punto de referencia. 
 40 
Se sembraron células HEK293 a 15.000 células/pocillo en seis placas de cultivo tisular de 96 pocillos. Las células se 
cultivaron en 100 µl de DMEM + FBS al 10 % + 1 x aminoácidos no esenciales (NEAA), y se incubaron durante la 
noche a 37 ºC. Las células se transfectaron transitoriamente bien con 10 ng o 100 ng de ADN de plásmido/pocillo de 
pGL4.29 9B8 opt, pGL4.29 9B8 opt-P o pGL4.29. El ADN de plásmido se mezcló con 850 µl de OPTI-MEM® 
(Invitrogen) y 32,4 µl de reactivo de transfección FUGENE® HD (Promega Corp.), y se incubó a temperatura 45 
ambiente durante 10 min. Se añadieron ocho µl de la mezcla de DNA de transfección/indicador a los pocillos 
apropiados (2 construcciones/placa). Las células se incubaron durante 4 horas a 37 ºC. El medio se reemplazó con 
OPTI-MEM® + FBS al 0,5 % dializado + 1 x NEAA +1 x piruvato de sodio + 1 X Penn-Strep, y se incubó durante la 
noche a 37 ºC. 
 50 
Tras la incubación, se añadió FSK 10 nM o 10 µΜ (de una reserva de 10 veces) en OPTI-MEM® a las células y se 
incubó durante 3 horas a 37 ºC. Se añadió un reactivo lítico que contenía MES 100 Mm, pH 6,1, CDTA 1 mM, KCl 
150 mM, tiourea 35 mM, DTT 2 mM, TERGITOL® NP-9 al 0,25 % (v/v), MAZU® DF 204 al 0,025 % y PBI-3939 20 µΜ 
a las células que contenían pGL4.29 9B8 opt o pGL4.29 9B8 opt-P, y se dejó incubar durante 10 minutos a 
temperatura ambiente (se añadieron 100 µl de reactivo lítico a 100 µl de células). Se añadió reactivo de ensayo 55 
ONE-GLO™ (Promega Corp.) a las células que contenían pGL4.29 y se usó de acuerdo con el protocolo del 
fabricante (100 µl de reactivo añadidos a 100 µl de células). La luminiscencia se midió en un luminómetro 
GLOMAX®. La Tabla 26 muestra la luminiscencia de las células HEK293 que expresan los indicadores de la 
transcripción que contienen CRE tratados con FSK 10 nM ("momento basal") o FSK 10 mM, y la respuesta a FSK 
(es decir, la luminiscencia generada por las células tratadas con FSK 10 mM dividida entre la luminiscencia 60 
generada de las células tratadas con FSK 10 nM). 
 
Los resultados que se muestran en la Tabla 28 indican que 9B8 opt y 9B8 opt-P fueron más brillantes que luc2P y 
que todos los indicadores de luciferasa respondieron a FSK cuando se usaron 100 ng de ADN para la transfección. 
Sin embargo, cuando solo se usaron 10 ng de ADN para la transfección, la luminiscencia para el indicador de luc2P 65 
fue inferior al nivel de detección del luminómetro. 
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Tabla 28: Indicadores de la transcripción que contienen CRE en células HEK293 (punto temporal de 3 h) 

Construcción 
indicadora 

100 ng de ADN para la transfección 10 ng de ADN para la transfección 

Momento 
basal 

URL (FSK 
10 mM) 

Respuesta
Momento 
basal 

URL (FSK 
10 mM) 

Respuesta

9B8 opt 3.078.418 104.687.723 34 192810 12.926.465 67 

9B8 opt-P 122.071 20.544.753 168 11179 1.353.459 121 

luc2P 356 5.293 15 0 0 - 

 
Transfección inversa 
 
Se prepararon indicadores de la transcripción que contenían el elemento de respuesta antioxidante (ARE) y 9B8 opt 5 
o 9B8 opt-P en la cadena principal de pGL4.29 (Promega Corp.), es decir, el gen luc2P del vector pGL4.29 se 
reemplazó con 9B9 optar o 9B8 opt-P y CRE se reemplazó con 2 x ARE (SEQ ID NO: 66) usando métodos 
conocidos en el técnica.  
 
Se trataron con tripsina células HEK293 (matraz T75, 3 ml de tripsina) y se volvieron a suspender en 1 x 105 10 
células/ml (aproximadamente 8,9 x 106 células totales) en medio que contenía DMEM + FBS al 10 % + 1 x AANE. 
Cada indicador de la transcripción se preparó para la transfección mezclando 1,2 ml de OPTI-MEM®, 12 µl de ADN 
de indicador de la transcripción (100 ng) y 36 µl de reactivo de transfección FUGENE® HD y se incubaron a 
temperatura ambiente durante 35 min. Después de la incubación, se añadieron 624 µl de la mezcla de ADN de 
transfección/indicador a 12 ml de suspensión celular, y se mezcló por inversión. Después de mezclar, se añadieron 15 
100 µl de la mezcla de células/ADN a los pocillos de una placa de 96 pocillos (2 construcciones/placa). Las células 
se incubaron a 37 ºC durante 22 horas. Se añadió terc-butilhidroquinona (una estabilizador de Nrf2; tBHQ; 1 µΜ 
("momento basal") o 20 µΜ) o sulforafano (un antioxidante organosulfuroso conocido por activar Nrf2; 1 µΜ 
("momento basal") o 20 µΜ) en OPTI-MEM® a cada pocillo, y se incubaron a 37 ºC durante 24 h. Las células se 
lisaron con 100 µl de reactivo lítico como se ha descrito anteriormente para la transfección directa. La luminiscencia 20 
se midió en un Luminómetro GLOMAX®. 
 
La Tabla 29 muestra la luminiscencia de las células HEK293 que expresan los indicadores de la transcripción que 
contienen ARE tratados con sulforafano 1 µΜ ("momento basal") o 20 Μµ, y la respuesta al sulforafano (es decir, la 
luminiscencia generada por las células tratadas con sulforafano 1 µΜ dividida entre la luminiscencia generada por 25 
las células tratadas con sulforafano 20 µΜ). La Tabla 30 muestra la luminiscencia de las células HEK293 que 
expresan los indicadores de la transcripción contienen ARE tratados con tBHQ 1 µΜ ("momento basal") o 20 µΜ, y la 
respuesta a tBHQ (es decir, la luminiscencia generada por las células tratadas con tBHQ 1 µΜ dividida entre la 
luminiscencia generada por las células tratadas con tBHQ 20 µΜ). Las Tablas 29 y 30 muestran que 9B8 opt y 9B8 
opt-P podrían indicar las presencias de dos estímulos diferentes conocidos para ARE. 30 
 
Tabla 29: Indicadores de la transcripción que contienen ARE en células HEK293 (punto temporal de 24 h) 

Construcción indicadora
100 ng de ADN de transfección 

Momento basal URL (sulforafano 20 mM) Respuesta

9B8 opt 15.600.000 89.600.000 5.8 

9B8 opt-P 258.406 3.940.000 15 

 
Tabla 30: Indicadores de la transcripción que contienen ARE en células HEK293 (punto temporal de 24 h) 

Construcción 
indicadora 

100 ng de ADN de transfección 

Momento basal URL (tBHQ 20 mM) Respuesta 

9B8 opt 15.100.000 120.000.000 8 

9B8 opt-P 317.238 8.460.000 27 

 35 
Transfección a granel 
 
En la transfección a granel de las células HEK293 y NIH3T3, se usaron los indicadores de la transcripción que 
contenían CRE y 9B8 opt o 9B8 opt-P descritos en la transfección directa. Se prepararon los indicadores de la 
transcripción que contenían el elemento de respuesta de choque térmico (HRE; SEQ ID NO: 67) y 9B8 opt o 9B8 40 
opt-P en la cadena principal de pGL4.29 (Promega Corp.), es decir, el gen luc2P del vector pGL4.29 se reemplazó 
por 9B9 opt o 9B8 opt-P y CRE se reemplazó por la HRE. El indicador de la transcripción que contenía HRE y 9B8 
opt-P se usó en la transfección a granel de células HeLa. 
 
Las células HEK293, NIH3T3 o HeLa se sembraron en un solo pocillo de una placa de cultivo tisular de 6 pocillos el 45 
día antes de la transfección a una densidad de 4,5 x 105 células/pocillo en 3 ml de medio completo (DMEM+FBS al 
10 % + 1 x NEAA+ 1 x piruvato de sodio) para células HEK293, 3 x 105 células/pocillo en 3 ml de medio completo 
(DMEM + suero de ternera fetal al 10 % (FCS) + 1 x NEAA + 1 x piruvato de sodio) para las células NIH3T3 o 9,9 x 
105 células/pocillo en 3 ml de medio completo (DMEM + FBS al 10 % + 1 x NEAA) para las células HeLa. Las células 
se cultivaron durante la noche a 37 ºC. 50 
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Se mezclaron 3.300 ng de ADN de plásmido indicador en 155 µl de OPTI-MEM® con 9,9 µl de reactivo de 
transfección FUGENE® HD, se agitaron con formación de vórtice y se incubaron a temperatura ambiente durante 10 
min. Los indicadores de transcripción con CRE se usaron para transfectar células HEK293 y NIH3T3. Los 
indicadores de la transcripción con HRE se usaron para transfectar células HeLa. La mezcla de indicadores se 
añadió a las células, y se mezcló por agitación suave seguida de incubación a 37 ºC durante 6 horas (HEK293 y 5 
NIH3T3) o 3 horas (HeLa). Las células se trataron luego con tripsina y se volvieron a suspender en medio (DMEM + 
FBS al 10 % + 1 x NEAA + 1 x piruvato de sodio para las células HEK293, DMEM + FCS al 10 % + 1 x NEAA + 1 x 
piruvato de sodio para las células NIH3T3, o DMEM + FBS al 10 % + 1 x NEAA para las células HeLa), seguido de la 
siembra en pocillos individuales de una placa de 96 pocillos (20.000 células/100 µl para HEK293, 10.000 
células/100 µl para NIH3T3 o 13.000 células/µl para HeLa) y se incubaron a 37 ºC durante la noche . 10 
 
Se añadió FSK (estimulador de CRE) o 17-AAG (estimulador de HRE; 17-alilamino-desmetoxi-geldanamicina) en 
OPTI-MEM® a las células (concentración final de 10 nM o 10 µΜ de FSK; concentración final de 1 nM o 1 µΜ de 17-
AAG) y se incubaron a 37 ºC durante 4 horas (FSK) o 6 horas (17-AAG). Se retiraron las placas de la incubadora y 
se dejaron equilibrar a temperatura ambiente durante 25 min. Las células se lisaron con 100 µl de reactivo lítico 15 
como se ha descrito anteriormente para la transfección directa. La luminiscencia se midió en un luminómetro 
GLOMAX®. 
 
La Tabla 31 muestra la luminiscencia de las células HEK293 que expresan los indicadores de la transcripción que 
contienen CRE tratado con 10 nM ("momento basal") o FSK 10 mM, y la respuesta a FSK. La Tabla 32 muestra la 20 
luminiscencia de las células NIH3T3 que expresan los indicadores de la transcripción que contienen CRE tratadas 
con 10 nM ("momento basal") o FSK 10 mM, y la respuesta a FSK. La Tabla 33 muestra la luminiscencia de las 
células HeLa que expresan los indicadores de la transcripción que contienen HRE tratadas con 10 nM ("momento 
basal") o 17-AAG 10 mM, y la respuesta a 17-AAG. 
 25 
Las Tablas 29-31 muestran que 1) las dos versiones de la variante de OgLuc 9B8opt pueden indicar la presencia y 
los efectos estimulantes de FSK en CRE en el contexto de dos líneas celulares diferentes, HEK293 y NIH3T3; y 2) 
9B8 optP pueden indicar la presencia y los efectos estimulantes de 17-AAG en HRE en el contexto de las células 
HeLa.  
 30 

Tabla 31: Indicadores de la transcripción que contienen CRE en células HEK293 (punto temporal de 4 h) 
Construcción 
indicadora 

100 ng de ADN de transfección 

Momento basal URL (FSK 10 mM) Respuesta 

9B8 opt 39.700.000 654.000.000 16 

9B8 opt-P 3.960.000 460.000.000 116 

 
Tabla 32: Indicadores de la transcripción que contienen CRE en células NIH3T3 (punto temporal de 4 h) 

Construcción 
indicadora 

100 ng de ADN de transfección 
Construcción 
indicadora 

Momento basal URL (FSK 10 mM) Respuesta 

9B8 opt 9.187.000 23.600.000 2,6 

9B8 opt-P 410.461 3.720.000 9 

 
Tabla 33: Indicadores de la transcripción que contienen EDH en células HeLa (punto temporal de 6 h) 35 

Construcción 
indicadora 

100 ng de ADN de transfección 

Momento basal URL (17-AAG 1 mM) Respuesta 

9B8 opt-P 278.118 3.204.000 12 
 

Ejemplo 38 - Indicador lítico y secretable en células difíciles de expresar  
 
Se sometieron a transfección inversa células HepG2, 1x 105 células/ml en una suspensión de células, con el ADN de 
plásmido (cadena principal de pGL4.32; Promega Corp.) que contenía L27V02, luc2P (Promega Corp.), Iuc2 40 
(Promega Corp.) o L27V02-IL6 (L27V02 con la secuencia de secreción natural sustituida con la secuencia de 
secreción de IL-6; ("IL601-L27V02A"; SEQ ID NO: 324) usando FUGENE® HD de acuerdo con las instrucciones del 
fabricante (mezcla de ADN de transfección con respecto a las células 1:20). A continuación, se sembraron 100 µl 
suspensión celular en pocillos de una placa de 96 pocillos y se incubaron durante 22 horas a 37 ºC, CO2 al 5 %. 
Otras construcciones de OgLuc que tienen la secuencia de secreción natural reemplazada por la secuencia de 45 
secreción de IL-6 incluyen IL601-L27V01 e IL602-L27V03 (SEQ ID NO: 321 y 327, respectivamente). 
 
Para el análisis de la secreción, se retiró el medio de las células y se lavaron las células en 100 µl de DPBS. Se 
añadieron 100 µl de medio completo (DMEM + FBS al 10 % + 1 x AANE) junto con dosis variables (1 pg/ml -100 
ng/µl) de rhTNFα ("TNFα") durante 4,5 h. Después, se separaron 10 µl de medio, se añadieron a 90 µl de medio 50 
completo y se añadieron 100 µl de reactivo de ensayo (como se ha descrito anteriormente; PBI-3939 100 µΜ). La 
luminiscencia se midió como se ha descrito anteriormente (FIG. 62A). 
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Para el análisis lítico, tras la siembra, se incubaron las células durante 4,5 horas a 37 ºC, CO2 al 5 %. Las células 
luego se dejaron equilibrar a temperatura ambiente durante 20 min. Se añadió a las células reactivo de ensayo 
(como se ha descrito anteriormente, PBI-3939 100 µΜ), y se midió la luminiscencia como se ha descrito 
anteriormente (FIG. 62B.). 
 5 
Ejemplo 39 - Características adicionales del indicador lítico  
 
Las variantes de OgLuc de la presente divulgación en el contexto de un indicador de la transcripción lítico, basado 
en células, deben ofrecer una señal luminiscente de una magnitud tal que la señal aparezca más pronto de lo que 
podría con otras luciferasas. La luminiscencia brillante también debería permitir el examen de los promotores 10 
débiles. 
 
Ejemplo 40 - Transfecciones de células de mamífero 
 
Las variantes de OgLuc de la presente divulgación se usaron como indicadores en líneas celulares difíciles de 15 
transfectar, por ejemplo, Jurkat, HepG2, células primarias, células primarias que no se dividen o células madre. 
(Véase, por ejemplo, la FIG. 59C). Debido a su alta intensidad de señal, las variantes de OgLuc permiten detectar la 
luminiscencia cuando la eficacia de transfección es baja. Las variantes de OgLuc también se pueden usar como 
indicadores en células que sean especialmente sensibles a las condiciones asociadas con la transfección, es decir, 
la concentración de ADN, la adición del reactivo de transfección. Debido a la luminosidad de las variantes de OgLuc, 20 
se puede lograr un nivel adecuado de luminiscencia usando concentraciones de ADN más bajas, menos reactivo de 
transfección y, quizás, tiempos más cortos después de la transfección antes de comenzar un ensayo. Esto colocará 
una carga de menor toxicidad en las que, de otra manera, serían células sensibles. La luminiscencia brillante de las 
variantes de OgLuc también debería permitir la detección de una señal en puntos temporales muy prolongados en el 
caso de desearse dicha producción. Como otro ejemplo, las variantes de OgLuc se podrían usar como indicadores 25 
de los promotores naturales de una sola copia, por ejemplo, el promotor de HSB timidilato quinasa (TK), genes HOX 
o LIN28. 
 
Ejemplo 41 - Líneas celulares estables 
 30 
La identificación de líneas celulares estables, sólidas, que expresen una variante de OgLuc desvelada en el presente 
documento, bien en el citoplasma o como una forma secretada, se puede facilitar por la señal brillante de la 
luciferasa y el pequeño tamaño del gen OgLuc. La secuencia del gen relativamente pequeña debería reducir la 
probabilidad de la inestabilidad genética producida como consecuencia de la integración del ADN foráneo. 
 35 
Para generar líneas celulares estables usando una variante de OgLuc descrita en el presente documento, se usa 
ADN de plásmido que comprende una secuencia de nucleótidos de una variante de OgLuc y un gen marcador 
seleccionable, por ejemplo, neomicina, higromicina o puromicina, para transfectar una línea celular de interés, por 
ejemplo, células HEK293. Se siembran células de un número de pases inicial, por ejemplo, menos de 10 pases, en 
matraces de cultivo de tisular T25 (1 x 106) o T75 (3 x 106), y se dejan crecer durante la noche hasta 40 
aproximadamente el 75 % de confluencia. A continuación, las células se transfectan usando el ADN de plásmido 
anterior y un reactivo de transfección apropiado, por ejemplo, TRANSIT®-LT1 o FUGENE® HD. Cuarenta y ocho 
horas después de la transfección, se reemplazan los medios en las células por medio de selección que contiene el 
fármaco de selección, por ejemplo, G418, higromicina o puromicina, a una concentración determinada previamente 
para eliminar las células no transfectadas. La selección de células que contienen el ADN de plásmido se produce 45 
durante 2-4 semanas. Durante este tiempo, las células se vuelven a sembrar en medio de selección a varias 
concentraciones en matraces de cultivo tisular bien T25 o T75. Los medios de las células que se han vuelto a 
sembrar se sustituyes cada 3-4 días durante 2-3 semanas con medio de selección nuevo. Los matraces se controlan 
para determinar la formación de colonias de células vivas. Finalmente, los matraces contendrán muchas colonias de 
gran tamaño y pocas células muertas. 50 
 
A partir de la combinación de colonias estables en los matraces, se aíslan colonias individuales y se expanden en 
una sola placa de cultivo tisular de 24 pocillos. En resumen, las células se recogen usando el método de 
tripsina/EDTA, es decir, las células se recogen mediante la eliminación del medio, aclarando con PBS exento de 
Ca2+ y Mg2+, y se separan mediante tratamiento con tripsina/EDTA. Las células se cuentan usando un 55 
hemocitómetro y se diluyen 1 x 105 en medio completo. A continuación, las células se diluyen hasta 100 células/ml, 
33 células/ml, 10 células/ml y 3,3 células/ml en medio completo. Se siembran 100 µl de cada dilución en todos los 
pocillos de la placa de cultivo tisular de 96 pocillos (1 placa para cada dilución) y se dejan crecer 4-5 días, tras lo que 
se añaden 50 µl de medio de selección a las células. Aproximadamente una semana después de la siembra, las 
células son examinadas visualmente para determinar el crecimiento de colonias, y se añaden otros 50 µl de medio 60 
de selección. Las células se siguen controlando hasta que una sola colonia cubre el 40-60 % de la superficie de los 
pocillos. Cuando una colonia está lista para la expansión y la exploración, las colonias se recogen usando el método 
de tripsina/EDTA. Cada colonia se transfiere a medio de selección de la siguiente manera: 1) Se diluye 1:10 en 6 
pocillos de una placa de ensayo de 96 pocillos para el ensayo funcional, por ejemplo, la detección de la 
luminiscencia; 2) se diluye 1:10 en 3 pocillos de una placa de ensayo de 96 pocillos de fondo transparente para el 65 
ensayo de la viabilidad celular, por ejemplo, ensayo de viabilidad de células luminiscentes CELLTITER-GLO® 
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(Promega Corp.); y 3) se diluye 1:10 en una placa de cultivo tisular de 24 pocillos para determinar la expansión. Las 
células de las placas para el ensayo funcional y de viabilidad celular se cultivan entonces 2-3 días, y se realizan el 
ensayo funcional y de viabilidad celular. Los clones positivos de la placa de 24 pocillos se ensayan posteriormente 
con el ensayo funcional y de viabilidad celular, así como para determinar la estabilidad de la expresión y la respuesta 
durante al menos 20 pases, la morfología a la tasa de crecimiento normal, y se congelan para usarlas en el futuro en 5 
el primer pase que sea posible.  
 
Ejemplo 42 - Análisis de secreción de señales de OgLuc  
 
A. IV opt  10 
 
Se procesa OgLuc de tipo silvestre tras la síntesis en una proteína madura con la secuencia de señal de secreción 
escindida. Para determinar si la secuencia de señal de secreción facilitaría la secreción de la variante de OgLuc, se 
clonaron la variante IV opt del Ejemplo 25 y hRL en pF4Ag que contenía una señal de secreción de OgLuc N-
terminal (SEQ ID NO: 54). Se transfectaron células HEK293 (15.000) en 100 µl de medio de Eagle modificado por 15 
Dulbecco ("DMEM") con suero bovino fetal al 10 % (FBS) como se describe en el Ejemplo 25 con 100 ng de ADN de 
plásmido, es decir, hRL o opt IV con o sin la secreción señal y cultivadas durante la noche a 37 ºC. Se retiraron 50 µl 
de medio a una nueva placa y se reservaron para un ensayo posterior, generando una muestra de "medio". El resto 
del medio se retiró, y las células se lisaron con 100 µl de tampón de lisis descrito en el Ejemplo 25 para generar una 
muestra de "lisado". Se ensayaron 10 µl de la muestra de medio y 10 µl de la muestra de lisado para determinar la 20 
luminiscencia (FIG. 63). En las muestras para hRL con ("Renilla sig") o sin ("Renilla") la secuencia de señal de 
secreción de OgLuc se midieron usando 50 µl de tampón de lisis que contenía coelenterazina natural 20 µΜ. Las 
muestras para IV opt con ("IV opt sig") o sin ("IV opt") la secuencia señal de secreción de OgLuc se midieron usando 
50 µl de tampón de lisis que contenía PBI-3939 20 µΜ. 
 25 
En la FIG. 63, las barras coloreadas representan la cantidad de luz que se detectó a partir de los medios en 
ausencia de cualquier reactivo lítico. Las barras en blanco representan la luz total (secretada+no secretada) que se 
detectó después de la adición de un reactivo lítico. La FIG. 63 muestra que IV opt se secretó a partir de células 
HEK293 en el medio de crecimiento y que la secuencia de señal de secreción era funcional en células de mamífero. 
"IV opt sig" representa la única situación en la que se detectó una cantidad significativa de luciferasa en el medio. 30 
Los resultados también indican que este péptido señal en particular no facilitó la secreción de hRL. 
 
B. 9B8, V2 y L27V 
 
Para determinar si la secuencia de señal de secreción de OgLuc facilita su secreción, se clonaron la variantes de 35 
OgLuc de 9B8, V2 y L27V en pF4Ag que contenía una secuencia de señal de secreción de OgLuc N-terminal. Las 
variantes también se clonaron en vectores sin la secuencia de señal de secreción. A continuación, se sembraron 
células CHO o HeLa a 100.000 células/pocillo en 1 ml de medio F12 con FBS al 10 % y 1 x piruvato de sodio 
(células CHO) o DMEM con FBS al 10 % y 1 x piruvato de sodio (células HeLa) en placas de 12 pocillos, y se 
incubaron durante la noche a 37 ºC, CO2 al 5 %. 40 
 
Tras la incubación durante la noche, las células se transfectaron con 1 µg de ADN de plásmido que contenía 9B8, 
V2 o L27V con o sin la secuencia de señal de secreción usando el reactivo de transfección Transit®-LT1 (Minis Bio) y 
medio OPTI-MEM® (Invitrogen). Las células se incubaron de nuevo durante la noche a 37 ºC, CO2 al 5 %. 
 45 
Tras la segunda incubación durante la noche, se retiró el medio y se guardó para su análisis. A las células, se 
añadió 1 ml de tampón de ensayo (CDTA 1 mM, KCl 150 mM, DTT 2 mM, MES 100 mM pH 6,0, tiourea 35 mM y 
TERGITOL® NP-9 al 0,5 % (v/v)) para crear una lisado celular. A 10 µl de lisado celular o medio reservado de cada 
muestra, se añadieron 50 µl de tampón de ensayo con PBI-3939 40 µΜ, y se midió la luminiscencia como se ha 
descrito anteriormente. Las FIG. 64A-D demuestran que las variantes 9B8, V2 y L27V se pueden usar en un sistema 50 
secretable. 
 
Para determinar la estabilidad de las variantes secretadas, se colocaron alícuotas de 150 µl del medio reservado de 
cada muestra a 37 ºC o 50 ºC. A continuación, se retiraron las alícuotas en diferentes puntos temporales (0, 1, 2, 3, 
5, 6 y 7 min), se congelaron en hielo seco y se mantuvieron a -20 ºC hasta el ensayo. Para el ensayo de estabilidad, 55 
las alícuotas de medio se descongelaron a temperatura ambiente y se mezclaron 10 µl de cada alícuota con tampón 
de ensayo con PBI-3939 (pH 6,0) como se ha descrito anteriormente. La luminiscencia se midió como se ha 
explicado anteriormente, y se determinó la semivida (t50) (Tabla 34). 
 

Tabla 34 60 

Muestra Semivida a 37 ºC (días) 
9B8 8 

V2 10 

L27V 17 
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Muestra Semivida a 50 ºC (horas) 
9B8 3 

V2 7 

L27V 11 

 
C. Comparación de 9B8 y V2 con la luciferasa secretada de Metridia longa 
 
Se comparó la secreción de las variantes de OgLuc 9B8 y V2 con la de la luciferasa secretada de Metridia longa. Se 
sembraron células CHO a 300.000 células/pocillo en 3 ml de medio F12 con FBS al 10 % en los pocillos de placas 5 
de 6 pocillos y se incubaron durante la noche a 37 ºC, CO2 al 5 %. A continuación, se transfectaron las células bien 
con 10 o 100 ng de cada variante o ADN de plásmido de luciferasa de Metridia (Clontech) usando Transit®-LTI de 
acuerdo con las instrucciones del fabricante, y se incubaron durante 20 horas a 37 ºC, CO2 al 5 %. Después de la 
transfección, se retiró el medio de las células y se ensayó. Para las variantes de OgLuc, se ensayaron 50 µl de 
medio con 50 µl de reactivo de ensayo (descrito anteriormente; PBI-3939 40 µΜ). Para la luciferasa de Metridia, el 10 
medio se ensayó usando el Sistema de de indicador de luciferasa secretado Ready-to-Glo™ (Clontech) de acuerdo 
con el protocolo del fabricante. En resumen, se añadieron 5 µl de 1 x tampón de sustrato/reacción a 50 µl de la 
muestra de medio. A continuación, se midió la luminiscencia como se ha descrito anteriormente (FIG. 65A-B). 
 
Ejemplo 43 - Evaluación de variantes de OgLuc y nueva coelenterazina en células vivas 15 
 
A. Se examinó el uso de variantes de OgLuc y PBI-3939 en células vivas. Se sembraron células HEK293 en placas 
de 96 pocillos a 15.000 células/pocillo y se cultivaron durante la noche a 37 ºC. Al día siguiente, las células fueron 
transfectadas transitoriamente usando Transit®-LT1 en 3 duplicados con 100 ng de hRL o 9B8 opt en pF4Ag, y se 
cultivaron durante la noche a 37 ºC. Al día siguiente, se retiró el medio de crecimiento y se reemplazó por medio que 20 
contenía sustrato de células vivas VIVIREN™ 60 µΜ (Promega Corp.), sustrato de células vivas ENDUREN™ 60 µΜ 
(Promega Corp.) o PBI-3939 60 µΜ para células transfectadas tanto con hRL como 9B8 opt. Se usaron células no 
transfectadas como control de fondo. La placa se incubó a 37 ºC en el transcurso de un día y se midió 
periódicamente en un luminómetro TECAN® GENIOS™ Pro, es decir, 11 veces en el transcurso de 24 horas. Las 
FIG. 66A-B muestran la luminiscencia de las células transfectadas dividida entre la luminiscencia de las células no 25 
transfectadas para cada uno de los sustratos, es decir, la proporción de la señal con respecto al fondo. Los datos 
muestran que 9B8 opt generó luminiscencia en un entorno de células vivas (es decir, no de lisis) mediante la 
incubación de las células con VIVIREN™, ENDUREN™ o PBI-3939. Los datos también demostraron que PBI-3939 
puede penetrar en las células en cultivo, reaccionar con la variante de OgLuc y generar luminiscencia, por lo que es 
compatible con el uso en un ensayo de células vivas. 30 
 
B. Para demostrar el análisis de células vivas usando las variantes de OgLuc, se fusionó L27V a HALOTAG®, y se 
expresó y controló en células vivas. Se sembraron células U2OS a 40.000 células/ml en los pocillos de la cámara 
fotográfica y se incubaron durante la noche a 37 ºC, CO2 al 5 %. Las células se transfectaron usando FUGENE® HD 
de acuerdo con el protocolo del fabricante con los plásmidos pFC14K, pFN21K o pF4Ag (todos de Promega Corp.) 35 
que contenían L27V o pF4Ag que contenía L27V con la secuencia de secreción de IL-6 o natural. Las células se 
incubaron luego durante 24 horas a 37 ºC, CO2 al 5 %. 
 
Tras la incubación, las células se expusieron a ligando de TMR HALOTAG® (Promega Corp.), se fotografiaron y se 
fijaron. A continuación, se realizó la inmunocitoquímica (ICC) de acuerdo con el protocolo de ICC de la tecnología 40 
HALOTAG®: “Focus on Imaging technical manual” (Promega Corp.; TM260). El anticuerpo principal usado fue un 
anticuerpo policlonal de conejo anti-OgLuc 9B8 (1:1.000). El anticuerpo secundario usado fue un anticuerpo 
secundario conjugado con Alexa 488 (verde) (FIG. 67A). La FIG. 67A muestra el canal verde fluorescente y la FIG. 
67B muestra el contraste de interferencia diferencial (DIC). Las imágenes se adquirieron usando un microscopio 
confocal FV500 Fluoview Olympus (Olympus, EE.UU.) dotado de cámara ambiental a 37 ºC + CO2 (Solent Scientific 45 
Ltd., RU). 
 
La FIG. 67B-D muestran las imágenes de CCI con secuencia de secreción natural o de IL-6. Ambas secuencias 
señal disminuyen drásticamente la cantidad de enzima en el núcleo. La naturaleza puntiforme del marcaje en el 
citoplasma es indicativa de la formación de vesículas que se espera que ocurra durante el proceso de secreción. Los 50 
datos demuestran que la presencia de un péptido señal reduce la cantidad de luciferasa en el núcleo. 
 
C. Como se muestra anteriormente, las variantes de OgLuc y los nuevos sustratos de la presente divulgación son 
biocompatibles. Se prevé un sistema indicador en el que la variante de OgLuc se clona en un vector de expresión 
con un promotor de interés y se expresa en las células como una proteína indicadora. Las células se tratan luego 55 
con PBI-3939 que penetrará en las células en cultivo, reaccionando con la variante de OgLuc y generando 
luminiscencia. 
 
Además de penetrar en las células, PBI-3939 muestra biocompatibilidad comparable a la coelenterazina natural en 
términos de viabilidad celular. Es posible sintetizar una versión del compuesto 3939 que contenga modificaciones 60 
químicas conocidas para aumentar la estabilidad de la coelenterazina natural en el medio y usarse para ensayos 

ES 2 567 410 T3

 



80 

más fiables de indicadores basados en variantes de OgLuc en células vivas. Otro ejemplo de indicadores en células 
vivas incluye el uso de una variante de OgLuc secretable como indicador. Se puede fusionar péptido señal de 
secreción natural (u otros péptidos señal de secreción conocidos) en el extremo N-terminal de una variante de 
OgLuc de modo que cuando la fusión se exprese en células de mamífero, una parte de ella será secretada a través 
de la membrana celular al medio de cultivo. Tras la adición de sustrato, se genera luminiscencia. 5 
 
Ejemplo 44 - Indicadores de fusión de proteínas 
 
Las variantes de OgLuc descritas en el presente documento se pueden usar como marcadores de fusión para una 
proteína diana de interés como una forma de controlar los niveles intracelulares de dicha proteína diana. Las 10 
proteínas específicas que participan en las vías de respuesta al estrés, por ejemplo, daño en el ADN, estrés 
oxidativo, inflamación, se pueden controlar en las células como una forma de probar el papel que diversos tipos de 
estímulos pueden desempeñar en estas vías. Las variantes también pueden usarse como un medio para controlar el 
tráfico celular de una proteína diana. Las variantes también pueden fusionarse con genomas virales (por ejemplo, 
VIH, VHC), de modo que se puedan controlar los niveles de títulos, es decir, la infectividad, en las células después 15 
del tratamiento con posibles agentes antivirales. Las variantes también se pueden fusionar a la proteína verde 
fluorescente (GFP) o HALOTAG® (además de una proteína diana) de forma que se podría usar la FACS para 
identificar clones de alta expresión y proporcionar información de localización. 
 
Ejemplo 45 - Evaluación de la variante de OgLuc en proteína de fusión de tres componentes ("sándwich") 20 
 
Las proteínas de fusión de 3 componentes, o de tipo "sándwich", se pueden usar para acercar proteínas 
bioluminiscentes y fluorescentes entre sí con el fin de optimizar un biosensor basado en BRET. 
 
A. Cl+4AE, IV, 9B8 y 9F6 25 
 
Se clonaron las variantes de OgLuc C1+4AE (SEQ ID NO: 55 y 56), IV (SEQ ID NO: 57 y 58), 9B8 (SEQ ID NO: 61 y 
62) y 9F6 (SEQ ID NO: 63 y 64) y hRL (SEQ ID NO: 32 y 33) en un vector de fusión pF4Ag con un Id N-terminal 
(Benezra et al, Cell, 61(1): 49-59 (1990)), conocido por ser un mal compañero de fusión, y HT7 C-terminal, que se 
usó para la normalización. El gen de interés se colocó como en un "sándwich" entre Id y HT7, es decir, Id-luciferasa-30 
HT7. Se prepararon lisados de E. coli, que contenían las construcciones de variantes en pF4Ag o fondo tipo 
sándwich de pF4Ag, como se describe en el Ejemplo 26, y luego se ensayaron con coelenterazina natural 20 µΜ en 
el tampón descrito en el Ejemplo 25.  
 
La FIG. 68 muestra la luminiscencia para cada variante bien en pF4Ag o en el fondo de sándwich de pF4Ag 35 
("Sand"). La FIG. 69 muestra las veces de reducción de la luminiscencia debidas a la presencia de Id y HT7, y 
determinadas dividiendo la luminiscencia de la variante en pF4Ag entre la luminiscencia de la variante en el 
sándwich de pF4Ag. Las muestras con los valores mayores mostraron la mayor sensibilidad al mal compañero de 
fusión Id. La variante 9B8 fue la más brillante en el contexto del sándwich. 
 40 
B. 9B8 OPT Y 9B8 OPT+K33N 
 
Las variantes 9B8 opt y 9B8 opt+K33N se analizaron en un fondo de sándwich como se ha descrito anteriormente. 
Se generaron, como se ha descrito anteriormente, construcciones DE sándwich para 9B8 opt (SEQ ID NO: 40 y 41) 
y 9B8 opt+K33N (SEQ ID NO: 59 y 60). Se ensayaron lisados de E. coli y se midieron usando el mismo tampón de 45 
ensayo y luminómetro que se usaron para la generación de la FIG. 40. La FIG. 70 muestra las veces de reducción 
en presencia de un fondo de sándwich que indica que 9B8 opt+K33N es menos sensible a la mala pareja de fusión 
Id que 9B8 opt. 
 
C. 23D2 y 24C2 50 
 
Se subclonaron las variantes 23D4 (NF) y 24C2 (NF) en el fondo de sándwich de Id-OgLuc-HT7 y se ensayaron en 
E. coli. Se compararon las variantes de sándwich, 23D4 (F) (SEQ ID NO: 76 y 77) y 24C2 (F) (SEQ ID NO: 78 y 79) 
con 9B8 opt+K33N en el fondo de sándwich (SEQ ID NO: 59 y 60). La Tabla 35 muestra que las variantes tenían al 
menos la misma luminiscencia que 9B8 opt+K33N en el contexto del fondo de sándwich. 55 
 

Tabla 35: Aumento de la luminiscencia generada por variantes de OgLuc en comparación con 9B8 
opt+K33N+170G en el fondo de sándwich 

Muestra Secuencia Veces frente al sándwich de 9B8 opt+K33N (E. coli)
23D4 (F) G26G, M106L, R112R, 170G 1,0 

24C2 (F) R11Q, T39T,170G 1,0 

 
D. 1F7 y 15H1 60 
 
Se exploró la biblioteca de PCR en el fondo de sándwich de Id-OgLuc-HT7 en busca de variantes adicionales con 
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aumento de la luminiscencia en comparación con 9B8 opt+K33N en el fondo de sándwich. Las variantes 
seleccionadas se ensayaron luego en células HEK293 y NIH3T3. La Tabla 36 muestra las veces de aumento de la 
luminiscencia de las variantes de sándwich en células de E. coli, HEK293 y NIH3T3, y las sustituciones de 
aminoácidos que se encuentran en las variantes. 1F7 (F) (SEQ ID NO: 84 y 85) y 15H1 (F) (SEQ ID NO: 86 y 87) 
resultaron tener al menos un aumento de 1,3 veces de la luminiscencia en E. coli. 1F7 (F) fue más brillante que 9B8 5 
opt+K33N en el fondo de sándwich en células HEK293 y NIH3T3. 
 
Tabla 36: Aumento de la luminiscencia generada por variantes de OgLuc en comparación con 9B8 opt+K33N 

en fondo de sándwich 

Muestra Secuencia 
Veces frente a sándwich de 9B8 opt+K33N

E. coli HEK293 NIH3T3 

1F7 (F) K43R, Y68D 1,9 2,4 1,4 

15H1 (F) D19D, S66N 1,5 0,9 1,2 

 10 
Se subclonaron las variantes de sándwich en el vector de fondo de no fusión basado en pF4Ag para generar 1F7 
(NF) (SEQ ID NO: 80 y 81) y 15H1 (NF) (SEQ ID NO: 82 y 83), y se analizaron como se ha descrito anteriormente y 
en comparación con 9B8 opt+K33N. La Tabla 37 muestra las veces de aumento de la luminiscencia de las variantes 
en células de E. coli, HEK293 y NIH3T3. 1F7 (NF) y 15H1 (F) resultaron tener un aumento de al menos 1,3 veces de 
la luminiscencia en células de E. coli y HEK293. 15 
 

Tabla 37: Aumento de la luminiscencia generada por variantes de OgLuc en comparación con 9B8 
opt+K33N+170G 

Muestra Secuencia 
Veces frente a 9B8 opt+K33N + 170G 

E. coli HEK293 NIH3T3 

1F7 (NF) K43R, Y68D 1,5 1,5 1,1 

15H1 (NF) D19D, S66N 1,7 1,7 1,2 

 
E. V2, 9B8 opt+K33N+ L27V+ K43R+ Y68D, 9B8 opt+K33N+L27V+T39T+K43R+S66N y L27V 20 
 
Se subclonaron las variantes 9B8 opt+K33N+T39T+K43R+Y68D ("V2"; SEQ ID NO: 92 y 93), 9B8 
opt+K33N+L27V+K43R+Y68D (SEQ ID NO: 339 y 340), 9B8 opt+K33N+L27V+T39T+K43R+S66N (SEQ ID NO: 341 
y 342) y 9B8 opt+K33N+L27V+T39T+K43R+Y68D ("L27V"; SEQ ID NO: 88 y 89) en el fondo de sándwich de Id-
OgLuc-HT7 como se ha descrito anteriormente, y se ensayaron en células HEK293 y NIH3T3 como se ha descrito 25 
anteriormente. La luminiscencia generada por las variantes tipo sándwich se comparó con la luminiscencia generada 
por el sándwich de 9B9 opt+K33N (SEQ ID NO: 59 y 60) (Tabla 38). El sándwich de L27V (SEQ ID NO: 90 y 91) y el 
sándwich de V2 (SEQ ID NO: 94 y 95) resultaron tener un aumento de al menos 1,3 veces de la luminiscencia en 
células HEK293 y NIH3T3. 
 30 

Tabla 38: Aumento de la luminiscencia generada por variantes de OgLuc en el fondo de sándwich en 
comparación con 9B8 opt+K33N en el fondo de sándwich 

Muestra Células NIH 3T3 HEK 293 

K33N Sand 1,0 1,0 

T39T, K43R, Y68D Sand 1,6 2,3 

L27V, K43R, Y68D Sand 1,4 1,7 

L27V, T39T, K43R, S66N Sand 0,7 0,7 

L27V, T39T, K43R, Y68D Sand 1,4 1,7 

 
Se ensayaron las versiones de sándwich y no sándwich de las variantes V2, 9B8 opt+K33N+L27V+K43R+Y68D, 
9B8 opt +K33N+L27V+T39T+K43R+S66N y L27V en células HEK293 y NIH3T3 como se describe en el Ejemplo 37. 35 
Se comparó la luminiscencia generada por las variantes no intercaladas con la luminiscencia generada por las 
variantes intercaladas (Tabla 39). Los datos mostrados en la Tabla 39 indican que las veces de reducción de la 
luminiscencia para el sándwich de 9B8 opt+K33N fueron menores en las células de mamíferos que en las células de 
E. coli como se muestra en la FIG. 70. 
 40 

Tabla 39: Veces de reducción de la luminiscencia de las variantes de OgLuc en presencia de fondo de 
sándwich 

Muestra Células NIH 3T3 HEK 293 

K33N 29 15 

T39T, K43R, Y68D 20 6 

L27V, K43R, Y68D 22 8 

L27V, T39T, K43R, S66N 25 12 
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L27V, T39T, K43R, Y68D 18 6 

 
Ejemplo 46-Multiplexación 

 
A. Se prepararon lisados de E. coli que expresaban la variante 9B8 opt como se ha descrito anteriormente en el 
Ejemplo 27 y se diluyeron 1.000 veces en DMEM sin rojo fenol + PRIONEX® al 0,1 %. La luminiscencia de una 5 
muestra que contenía 6,3 µg/ml de luciferasa de escarabajo de resorte rojo purificada y lisado de E. coli que 
expresaba la variante 9B8 opt se detectó mediante un sistema de ensayo de luciferasa DUAL-GLO® modificado 
(Promega Corp.). Se usaron reactivo DUAL-GLO® STOP&GLO® que contenía coelenterazina-h 20 µM y reactivo 
DUAL-GLO® STOP&GLO® que contenía PBI 3939 20 µΜ, de acuerdo con el protocolo del fabricante, para detectar 
la luciferasa de escarabajo de resorte rojo y la variante de OgLuc luciferasa 9B8 a partir de una sola muestra. Se 10 
realizaron tres repeticiones. 
 
La luminiscencia se detectó en un luminómetro TurnerMODULUS™. La Tabla 40 muestra la luminiscencia media 
generada por la luciferasa de escarabajo de resorte rojo ("escarabajo de resorte") y la luminiscencia generada por 
9B8 opt ("Ogluc") con coelenterazina-h ("coel h") o PBI-3939 ("3939"). También se muestran la desviación estándar 15 
("+/-") y el coeficiente de variación ("CV"). Se realizó un control de "sin coelenterazina" para ilustrar la cantidad de 
inactivación de la señal del escarabajo rojo de resorte por el reactivo DUAL-GLO® STOP & GLO® del sistema de 
ensayo de luciferasa DUAL-GLO® en ausencia de coelenterazina. El control "sin coelenterazina" produjo una 
inactivación de 349 veces. La Tabla 40 muestra que las grandes señales luminiscentes, tanto del escarabajo rojo de 
resorte como de la variante de OgLuc 9B8 se detectaron en una sola muestra. Esto demuestra que cada señal se 20 
puede leer secuencialmente en un ensayo de dos etapas, y que la señal de la primera enzima se puede inactivar lo 
suficiente como para no contribuir significativamente a la señal de la segunda enzima. 
 

Tabla 40: Luminiscencia media generada por las luciferasas de escarabajo rojo de resorte y de 9B8 opt 
usando un ensayo de indicador DUAL-LUCIFERASE™ modificado 25 

 
Escarabajo de 

resorte 
+/- CV Ogluc +/- CV 

Veces de 
inactivación 

+/- coel 

sin coel 5.061.163 147.145 2,9 % 14,504 214 1,5 % 349  

coel h 5.032.100 152.254 3,0 % 921,440 47,623 6,2 %  64 

3339 5.078.647 41.753 0,8 % 2.996.940 187.300 6,2 %  207 
 

B. Para demostrar que el ensayo de indicador de multiplexación descrito anteriormente se podría hacer a la inversa, 
es decir, detectarse primero la luminiscencia de OgLuc, inactivarse y detectarse una segunda luminiscencia, por 
ejemplo, luciferasa de escarabajo rojo de resorte o de luciérnaga, se exploraron diversos inhibidores de la luciferasa 
de Renilla (véase el documento la solicitud publicada de EE.UU. n.º 2008/0248511) para determinar su capacidad 30 
para inhibir también a OgLuc. Se añadieron dos inhibidores de Renilla diferentes, previamente identificados, PBI-
3077 y 1424, a diversas concentraciones (véase la Tabla 41) a las muestras de lisado de E. coli que expresaban la 
variante 9B8 (diluida como antes) y un tampón que contenía MES 100 mM, pH 6,0, CDTA 1 mM, KCl 150 mM, 
tiourea 35 mM, DTT 2 mM, TERGITOL® NP-9 al 0,25 % (v/v), MAZU® DF 204 al 0,025 % y PBI-3939 20 µΜ. Se 
midió la luminiscencia como se ha descrito anteriormente, a excepción de que la luminiscencia se midió usando el 35 
luminómetro de microplacas GLOMAX®-Multi (Promega Corp.; también conocido como Turner MODULUS™). Como 
se muestra en la Tabla 41, ambos compuestos fueron capaces de inhibir la luminiscencia de OgLuc. Esto demuestra 
que se puede multiplexar una variante de OgLuc en un ensayo de indicador con otra luciferasa, en el que la 
luminiscencia de una variante de OgLuc se detecta primero en el ensayo de indicador. 
 40 

Tabla 41: Efecto de PBI-3077 y PBI-1424 sobre la luminiscencia generada por lisados bacterianos que 
expresan 9B8 opt usando PBI-3939 como sustrato 

 (mM o %) URL +/- % 
 Control 27.794.600 626.862 100 % 

AI(3077) 3 15.473.100 209.567 56 % 

mM 0,3 22.210.433 102.888 80 % 
 0,03 22.484.933 927.459 81 % 

AC(1424) 0,4 176.868 9.579 0.64 % 

% 0,04 24.267.533 363.861 87 % 
 0,004 25.126.900 1.569.453 90 % 

 
C. Se analizó la resolución espectral entre la variante de OgLuc L27V y la luciferasa de luciérnaga (Flue). Se mezcló 
L27V purificada (descrita anteriormente; 9,54 pM) en DMEM sin rojo fenol + PRIONEX® al 0,1 % con reactivo de 45 
ensayo (descrito anteriormente) que contenía PBI-3939 20 µΜ. Se mezcló la enzima luciferasa de luciérnaga 
purificada (luciferasa recombinante QUANTILUM®; Promega Corp.; 271 ng/ml) en el mismo medio con un reactivo de 
ensayo (HEPES 100 mM, pH 7,4, CDTA 1 mM, MgSO4 16 mM, TERGITOL® NP-9 al 1 % (v/v), MAZU® DF 204 al 
0,1 %, ATP 5 mM, DTT 50 mM, luciferina 333 µΜ). La luciferasa de Renilla purificada (5 ng/ml de GST-Renilla) en 1 
x tampón de lisis de ensayo de luciferasa de Renilla (Promega Corp.) se mezcló con coelenterazina natural 10,5 µΜ 50 
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en tampón de ensayo de luciferasa de Renilla. La luminiscencia se midió después de 3 min para L27V y Flue, y 
después de 10 min para la luciferasa de Renilla (FIG. 71) 
 
D. Como otro ejemplo, se podría usar una variante de OgLuc de la presente divulgación como indicador de la 
transcripción y emparejarlo bien con aequorina o con un biosensor de luciferasa de luciérnaga permutada 5 
circularmente con cAMP (o ambos al mismo tiempo) para detectar múltiples vías en una sola muestra, por ejemplo, 
aequorina para la detección y/o medición del calcio, el biosensor para la detección y/o medición de AMPc, y una 
variante de OgLuc para el control de la expresión génica cadena abajo. 
 
E. Otros ejemplos de multiplexación con las variantes de OgLuc desveladas en el presente documento incluyen: 10 
 

i) Transfectar células con construcciones que contengan una variante de OgLuc de la presente divulgación y 
luciferasa de luciérnaga. Tras la transfección, se podría añadir un primer reactivo para lisar las células, así como 
proporcionar el sustrato para generar luminiscencia para la primera luciferasa. Entonces, se mediría la 
luminiscencia de la primera luciferasa. A continuación, se añadiría un segundo reactivo para apagar la 15 
luminiscencia de la primera luciferasa, así como para proporcionar el sustrato para generar luminiscencia para la 
segunda luciferasa. Entonces, se mediría la luminiscencia de la segunda luciferasa. La elección de qué luciferasa 
medir primero solo dependería de la capacidad para apagar la luminiscencia de la primera luciferasa con el 
segundo reactivo. Para este ejemplo, la luminiscencia de la variante de OgLuc se podría medir primero, pues se 
ha observado que las altas concentraciones de luciferina (sustrato para la luciferasa de luciérnaga) inhiben la 20 
actividad de la variante de OgLuc. 
 
ii) Transfectar células con construcciones que contengan una variante de OgLuc descrita en el presente 
documento y luciferasa de luciérnaga. Tras la transfección, se podría añadir un primer reactivo que contuviera un 
sustrato de células vivas para generar luminiscencia para la primera luciferasa. Entonces, se mediría la 25 
luminiscencia de la primera luciferasa. A continuación, se añadiría un segundo reactivo para lisar las células, 
apagar la luminiscencia de la primera luciferasa y proporcionar el sustrato para generar luminiscencia para la 
segunda luciferasa. Entonces, se mediría la luminiscencia de la segunda luciferasa. Esto es similar a i), a 
excepción de que la lisis celular limitará aún más el uso del sustrato de células vivas y contribuirá a apagar la 
luminiscencia de la primera luciferasa. 30 
 
iii) Transfectar células con construcciones que contengan una variante de OgLuc de la presente divulgación y 
luciferasa de luciérnaga. Tras la transfección, se podría añadir un reactivo que contuviera sustratos para generar 
luminiscencia de ambas luciferasas, pero la luminiscencia de cada luciferasa es espectralmente diferente. El 
máximo de emisión de la variantes de OgLuc es de aproximadamente 460 nm, y ciertos sustratos para la 35 
luciferasa de luciérnaga, por ejemplo, 5'-cloro-luciferina y 5'-metil-luciferina, pueden producir un máximo de 
emisión de aproximadamente 610 nm. Por lo tanto, aunque puede haber cierto solapamiento de la emisión de 
color azul en la emisión de color rojo, no habría solapamiento de la emisión de color rojo en la emisión de color 
azul, lo que sugiere que habría poca o ninguna corrección matemática. 
 40 
iv) Transfectar células con construcciones que contengan una variante de OgLuc descrita en el presente 
documento y luciferasa de luciérnaga. Tras la transfección, se podría añadir un reactivo que contuviera sustratos 
de células vivas para generar luminiscencia de ambas luciferasas. La característica única de este ejemplo es que 
la luminiscencia de luciérnaga tiende a cambiar al color rojo a las temperaturas de ensayo de células vivas, por 
ejemplo, 37 ºC, por lo tanto, se podría seleccionar una serie de diferentes derivados de luciferina como un 45 
sustrato de células vivas para la luciferasa de luciérnaga para generar luminiscencia que fuera espectralmente 
distinta de la de la variante de OgLuc. 
 
v) Transfectar células con construcciones que contengan una variante de OgLuc descrita en el presente 
documento y luciferasa de Renilla. Tras la transfección, se podría añadir un primer reactivo para lisar las células, 50 
así como proporcionar el sustrato para generar luminiscencia para la primera luciferasa. Entonces, se mediría la 
luminiscencia de la primera luciferasa. A continuación, se añadiría un segundo reactivo para apagar la 
luminiscencia de la primera luciferasa, así como para proporcionar el sustrato para generar luminiscencia para la 
segunda luciferasa. Entonces, se mediría la luminiscencia de la segunda luciferasa. La elección de qué luciferasa 
medir primero solo dependería de la capacidad para apagar la luminiscencia de la primera luciferasa con el 55 
segundo reactivo. Para este ejemplo, habría que usar inhibidores para apagar la luminiscencia bien de la variante 
de OgLuc o de la luciferasa de Renilla. 
 
vi) Transfectar células con construcciones que contengan una variante de OgLuc de la presente divulgación y 
luciferasa de escarabajo de resorte. Tras la transfección, se podría añadir un primer reactivo que contuviera 60 
sustratos para generar luminiscencia de ambas luciferasas, pero la luminiscencia de cada luciferasa es 
espectralmente diferente, pues la luciferasa de escarabajo de resorte genera luminiscencia virada al rojo con la 
luciferina natural. 

 
Ejemplo 47 - Permutación circular  65 
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Se prepararon dos versiones permutadas circularmente (CP) de la variante L27V: CP84 y CP95. La designación 
numérica se refiere al resto N-terminal (por ejemplo, "84" indica el nuevo extremo N-terminal de la versión CP). 
 
Para crear las permutaciones circulares, se fusionan entre sí los anteriores extremos N- y C-terminales sin enlazador 
("CP84 sin enlazador" (SEQ ID NO: 97 y 98) y "CP95 sin enlazador" (SEQ ID NO: 105 y 106)) o con un enlazador de 5 
5 aminoácidos ("CP84 con enlazador de 5 aa" (SEQ ID NO: 99 y 100) y "CP95 con enlazador de 5 aa" (SEQ ID NO: 
107 y 108), de 10 aminoácidos ("CP84 con enlazador de 10 aa" (SEQ ID NO: 101 y 102) y "CP95 con enlazador de 
10 aa" (SEQ ID NO: 109 y 110) o de 20 aminoácidos ("CP84 con enlazador de 20 aa" (SEQ ID NO: 103 y 104) y 
"CP95 con enlazador de 20 aa" (SEQ ID NO: 111 y 112), (GSSGG)n (SEQ ID NO: 113) entre los extremos N- y C-
terminales. (Nota: L27V comienza con la fenilalanina en el extremo N-terminal, es decir, MVF. "MV" está presente en 10 
la construcción "sin enlazador", pero no en las construcciones "con enlazador"). Una vez permutadas circularmente, 
las variantes L27V CP se clonaron en el vector pFlK. Se transformaron células de E. coli con los vectores de CP y se 
cultivaron en medio mínimo usando el protocolo de inducción guiada convencional descrito anteriormente. Para cada 
construcción de CP, las células se cultivaron en 8 pocillos de una placa de 96 pocillos. Después de la inducción, se 
agruparon los 8 pocillos de cada muestra y se lisaron 10 µl en 40 µl de tampón de lisis (MES 100 mM, pH 6,0, 0,3 x 15 
PLB, 0,3 mg/ml de lisozima, 0,003 υ/µl de DNasa I y TERGITOL® NP-9 al 0,25 % (v/v)). Los lisados se diluyeron 
después a 1:100 (versiones CP con enlazador) o 1:1.000 (versiones no CP) en tampón de lisis. La versión CP sin 
enlazador no se diluyó. Los lisados o diluciones de lisado se ensayaron por triplicado en 50 µl de reactivo de ensayo 
(descrito anteriormente). La luminiscencia se midió como se ha descrito anteriormente (FIG. 72). 
 20 
Ejemplo 48 - Identificación de sitios adicionales para la permutación circular  
 
Para identificar sitios de CP adicionales, determinar el impacto de los sitios CP sobre la actividad de la luciferasa e 
investigar el uso de un "anclaje" entre los fragmentos, se crearon construcciones de CP con una permutación circular 
realizada aproximadamente cada tercer sitio (es decir, aminoácido) de la variante L27V (véase la FIG. 73E). Un 25 
experto en la materia entendería que otros sitios, por ejemplo, el primer y segundo sitio, también se podrían ensayar 
y usar de las variantes de OgLuc con permutación circular descritas en el presente documento usando los métodos 
descritos en el presente documento. Por ejemplo, la variante L27V ha resultado ser particularmente tolerante a la 
permutación circular, en particular, en situaciones en las que se coloca en un dominio de unión relativamente grande 
entre los fragmentos permutados (por ejemplo, sensores basados en cAMP/RIIbB). En cada sitio, se añadió el 30 
enlazador GSSGG-GSSGG-EPTT-ENLYFQS-DN-GSSGG-GSSGG (SEQ ID NO: 328). La secuencia subrayada se 
refiere a un sitio de reconocimiento de la proteasa TEV. El propósito del enlazador es proporcionar un anclaje lo 
suficientemente largo entre los dos fragmentos de variantes, para que se puedan asociar de una manera que 
produzca una enzima luciferasa funcional. El sitio de reconocimiento de proteasa TEV se usó para proporcionar un 
medio para interrumpir el anclaje (en presencia de la proteasa TEV) de modo que se podría estudiar su importancia 35 
para el mantenimiento de la actividad. El uso del sitio de reconocimiento de la proteasa TEV creó un modo de 
predecir qué sitios CP serían útiles para los ensayos de complementación de proteínas (PCA) o para aplicaciones de 
biosensores (por ejemplo, la inserción de un elemento de respuesta entre los sitios CP). 
 
La actividad que se observa antes de la escisión de TEV representa cómo se comportan las dos mitades de la 40 
variante enzimática en un estado de anclaje. La unión de TEV al sitio de reconocimiento provoca la escisión, 
separando de este modo las dos mitades de la variante enzimática. Las muestras que se han escindido con TEV 
representarían el estado no inducido, y proporcionan una indicación de cuánto fondo se podría esperar. La menor 
actividad tras la escisión de TEV indica que las dos mitades no pueden unirse sin inducción. Las muestras que 
presentan una gran pérdida de actividad tras la escisión de TEV indican sitios que podrían funcionar en aplicaciones 45 
de PCA y biosensores. En el caso de PCA, las dos mitades de la variante enzimática se fusionarían con parejas de 
unión que fueran capaces de unirse (anclarse) tras la unión inducida. En el caso de un biosensor, las dos mitades se 
"anclarían" después de un cambio de configuración inducido por la unión. Un ejemplo de PCA sería fusionar una 
mitad de L27V con FRB y la otra mitad, con FKBP. Las dos mitades se aproximarían con la exposición a la 
rapamicina (Banaszynski et al., J. Am. Chem. Soc, 127(13): 4715-4721 (2005)). Un ejemplo de una aplicación de 50 
biosensor sería insertar un dominio de unión de AMP cíclico (por ejemplo, RIIbB) entre los sitios de CP e inducir un 
cambio de configuración mediante la unión de AMP cíclico al dominio de unión. 
 
Una vez creada cada construcción de L27V CP, la enzima CP se expresó en germen de trigo, células de E. coli y de 
mamífero, y se digirió con proteasa TEV para investigar la actividad de la luciferasa.  55 
 

1. Para el análisis en germen de trigo, se expresaron las construcciones de CP usando el sistema de extracto de 
germen de trigo acoplado a T7 TNT® (Promega Corp.) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Las 
reacciones de TNT® se diluyeron a 1:100 en 1 x PBS + gelatina al 0,1 %, y se añadieron 20 µl a 25 µl de reactivo 
reacción de TEV (5 µl de 20 x tampón ProTEV (Promega Corp.), 1 µl de DTT 100 mM y 2 µl de 10 U de ProTEV 60 
Plus (Promega Corp.)). Se llevó el volumen de las reacciones de digestión hasta 100 µl con agua y se incubó a 
30 ºC durante 60 min. También se prepararon muestras de control sin la proteasa TEV. Entonces, se añadieron 
10 µl de las muestras digeridas a 40 µl de DMEM hasta un volumen final de 50 µl, y se ensayaron en 50 µl de 
reactivo de ensayo (como se ha descrito anteriormente; PBI-3939 100 µΜ). La luminiscencia se midió como se 
ha descrito previamente (FIG. 73A-D). 65 
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2. Para el análisis en células de mamífero, se transfectaron células HEK293 con las variantes L27V CP usando 
un protocolo de transfección inversa. En resumen, 1 ng de ADN de plásmido de L27V CP se mezcló con ADN 
portador 1 mg y se añade a las células en un pocillo de una placa de 12 pocillos. Las células se incubaron 
entonces durante 16 horas a 37 ºC, CO2.al 5 %. Los lisados celulares se prepararon a continuación, eliminando 
el medio de las células, lavando en 1 x PBS y la adición de 1 ml de 1 x PLB. Los lisados se diluyeron 1:10 en 1 x 5 
PBS con 0,1 % de gelatina. A continuación, se usaron 40 µl del lisado diluido en una digestión de la proteasa 
TEV como se ha descrito anteriormente. 10 µl de la digestión se mezcló con 40 µl de DMEM sin rojo de fenol y 
50 µl de reactivo de ensayo (descrito con anterioridad; 100 µΜ PBI-3939) añadió. La luminiscencia se midió 
como se ha descrito anteriormente (FIG. 73H). 
 10 
3. Para el análisis en E. coli, se cultivaron cultivos de E. coli que expresaban las variantes L27V CP durante la 
noche a 30 ºC. Estos cultivos se usaron (diluidos a 1:100 en LB + antibiótico) para preparar nuevos cultivos 
iniciadores para la inducción final. Los cultivos iniciadores se incubaron a 37 ºC con agitación durante 2,5 horas 
(la DO600 es de aproximadamente 0,5). Se añadió ramnosa (concentración final del 0,2 %), los cultivos se 
trasladaron a 25 ºC y se incubaron con agitación durante 18 h. 15 

 
Para crear lisados, se añadieron 50 µl de 0,5 x reactivo de lisis celular FASTBREAK™ (Promega Corp.) a 950 µl de 
cultivos inducidos y las mezclas se incubaron durante 30 min a 22 ºC. A continuación, se digirieron 50 µl del cultivo 
lisado con proteasa TEV como se ha descrito anteriormente y se incubaron a temperatura ambiente durante 2 horas. 
 20 
Para el análisis, los lisados se diluyeron a 1:10.000 en tampón de purificación de mamífero HaloTag® (Promega 
Corp.) y se ensayaron 50 µl en 50 µl de reactivo de ensayo (como se ha descrito anteriormente; PBI-3939 100 µΜ). 
Se midieron la luminiscencia basal y la inducida por TEV en 5 puntos temporales min (FIG. 73 F) y la respuesta 
(FIG. 73G) se determinó como se ha descrito anteriormente.  
 25 
Las FIG. 73A-D muestran la luminiscencia basal de varias construcciones de L27V CP-proteasa TEV expresadas en 
extracto de germen de trigo. La FIG. 73E resume las variantes CP derivadas que respondieron a la proteasa TEV (la 
respuesta es las veces de reducción), lo que indica que las variantes de PC se pueden usar como sensores de TEV, 
es decir, que son indicativas de la "dependencia del anclaje”. Se validaron además variantes que mostraban un 
cambio de al menos 1,2 veces como la significación usando la prueba de Student (valores de p desapareados; nivel 30 
de confianza de 0,03). Estos resultados indican que cada variante CP es capaz de generar luminiscencia. 
 
Se expresaron varias construcciones de L27V CP-proteasa TEV en células HEK293. Se usó el protocolo de 
transfección inversa, descrito anteriormente, para transfectar 1 ng de ADN/pocillo con 1 µg de ADN portador. Cada 
muestra de células se cultivó en 1 ml de medio en una placa de 12 pocillos. Los lisados celulares se prepararon 35 
retirando el medio y añadiendo 1 ml de 1 x PLB. Las muestras se diluyeron a 1:10 en 1 x PBS + gelatina al 0,1 %. Se 
prepararon 40 µl de la muestra de dilución para la digestión con TEV. Se añadieron 10 µl de la reacción de digestión 
a 40 µl de DMEM sin rojo de fenol y 50 µl de PBI-3939 como se ha descrito previamente. La FIG. 73H muestra la 
luminiscencia de las diversas construcciones de L27V CP-proteasa TEV expresadas en células HEK293. 
 40 
Los datos de las FIG. 73A-H demuestran que la variante L27V se puede permutar circularmente en diversos sitios, y 
diferentes sitios tienen diferentes dependencias respecto a la longitud del anclaje. Los datos de las células de 
mamíferos y los datos del germen de trigo muestran un número de veces de reducción similar con la escisión de 
TEV. Las variantes L27V CP que son más dependientes del anclaje, es decir, que son más sensibles a la escisión 
de la proteasa TEV, son posibles candidatas para el PCA. Las variantes L27V CP que son menos dependientes del 45 
anclaje pueden ser posibles candidatas para los ensayos de auto-complementación/dimerización. 
 
Ejemplo 49 - ENSAYOS DE COMPLEMENTACIÓN DE PROTEÍNAS 
 
Los ensayos de complementación de proteínas (PCA) proporcionan un medio para detectar la interacción de dos 50 
biomoléculas, por ejemplo, polipéptidos. El PCA utiliza dos fragmentos de la misma proteína, por ejemplo, una 
enzima, que cuando se aproximan mucho entre sí pueden reconstituirse en una proteína funcional, activa. Una 
variante de OgLuc desvelada en el presente documento se puede separar en dos fragmentos por uno o varios sitios 
tolerantes a la separación. A continuación, cada fragmento de la variante de OgLuc separada puede fusionarse a 
uno de un par de polipéptidos de interés que se crea que interactúen, por ejemplo, FKBP y FRB. Si los dos 55 
polipéptidos de interés realmente interactúan, entonces, los fragmentos de OgLuc se aproximan mucho entre sí para 
reconstituir la variante de OgLuc activa, funcional. A continuación, se puede detectar la actividad de la variante de 
OgLuc reconstituida y medirse usando un coelenterazina natural o conocida, o una nueva coelenterazina de la 
presente divulgación. En otro ejemplo, la variante de OgLuc dividida se puede usar en un sistema de 
complementación más general similar a lac-Z (Langley et al., PNAS, 72:1254-1257 (1975)) o ribonucleasa S (Levit y 60 
Berger, J Biol. Chem., 251:1333-1339 (1976)). En concreto, un fragmento de variante de OgLuc (designado "A") 
conocido por complementarse con otro fragmento de variante de OgLuc ("B") se puede fusionar a una proteína 
diana, y la fusión resultante se puede controlar a través de la luminiscencia en una célula o un lisado celular que 
contenga el fragmento B. El origen del fragmento B podría ser la misma célula (ya sea en el cromosoma o en otro 
plásmido) o podría ser un lisado o una proteína purificada derivada de otra célula. Esta misma proteína de fusión 65 
(fragmento A) se podría capturar o inmovilizar usando una fusión entre el fragmento B y un polipéptido tal como 
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HALOTAG® capaz de unirse a un soporte sólido. La luminiscencia se puede usar entonces para demostrar la 
captura correcta o para cuantificar la cantidad de material capturado. Los métodos para la complementación de 
proteínas se pueden llevar a cabo de acuerdo con la solicitud publicada de EE.UU. n.º 2005/0153310. 
1. Las construcciones 9B8 opt PCA se realizaron de la siguiente manera: 
 5 
- p9B8PCA 1/4 = pF5A/Met-[9B8 opt (51-169)]-GGGGSGGGSS-FRB (SEQ ID NO: 331 y 332) y pF5A/FKBP-

GGGSSGGGSG-[9B8opt (1-50)] (SEQ ID NO: 337 y 338). 
 
- p9B8PCA 1/2 = pF5A/Met-[9B8 opt (51-169)]-GGGGSGGGSS-FRB (SEQ ID NO: 331 y 332) y pF5A/[9B8 opt (1-

50)]-GGGGSGGGSS-FRB(SEQ ID NO: 333 y 334). 10 
 
- p9B8PCA 2/3 = pF5A/[9B8 opt (1-50)]-GGGGSGGGSS-FRB (SEQ ID NO: 333 y 334) y pF5A/FKBP-GGGSS-

GGGSG-[9B8opt (51-169)] (SEQ ID NO: 335 y 336). 
 
- p9B8PCA 3/4 = pF5A/FKBP-GGGSSGGGSG-[9B8 opt (51-169)] (SEQ ID NO: 335 y 336) y pF5A/FKBP-15 

GGGSSGGGSG-[9B8opt (1-50)] (SEQ ID NO: 337 y 338). 
 
Se transfectaron las construcciones PCA en células HEK293 (15.000 células/pocillo) en una placa de 96 pocillos 
usando FUGENE® HD de acuerdo con las instrucciones del fabricante. A continuación, se incubaron las células 
durante la noche a 37 ºC, CO2 al 5 %. Después de la transfección, se reemplazó el medio sobre las células por 20 
medio independiente del CO2 con FBS al 10 %. Entonces, se añadió reactivo de ensayo con PBI-3939 20 µΜ, y se 
midió la luminiscencia en un Varioskan ultrarrápido a 28 ºC. A continuación, se añadió rapamicina 100 µΜ a los 
pocillos, y se midió la luminiscencia de forma continua durante 1 h. Se calcularon las veces de respuesta dividiendo 
la luminiscencia de un pocillo dado entre la luminiscencia del tratamiento previo a la rapamicina para el mismo 
pocillo (FIG. 74). 25 
2. Para demostrar el uso de la variantes de OgLuc en PCA, se complementaron los fragmentos de variantes 
L27V02A con FKBP o FRB, y se midió la interacción entre FKBP y FRB. 
La Tabla 42 enumera las diversas construcciones de complementación de proteínas (PCA) preparadas y ensayadas. 
"2/3" designa los pares de complementación de variantes, en los que 1) el extremo C-terminal “antiguo” de L27V02A 
("antiguo" = extremo C-terminal original de L27V02A) es la pareja C-terminal de FKBP; y 2) el extremo N-terminal 30 
“antiguo” de L27V02A es la pareja N-terminal de FRB. "1/4" designa los pares de variantes, en los que 1) el extremo 
N-terminal “antiguo” de L27V02A es la pareja C-terminal de FKBP; y 2) el extremo C-terminal “antiguo” de L27V02A 
es la pareja N-terminal de FRB. Para todas las construcciones, FKBP se encuentra en el extremo N-terminal del 
fragmento de L27V02A, y FRB se encuentra en el extremo C-terminal del fragmento de L27V02A. Por ejemplo, se 
crearon construcciones de PCA con sitios de división en la posición 157 (véase la Tabla 42, "2/3" y "1/4" n.º 9 y 10 35 
(SEQ ID NO: 296-303)) y 84 (véase la Tabla 42, "2/3" y "1/4" n.º 7 y 8 (SEQ ID NO: 304-315)). Se crearon otras 
construcciones PCA (SEQ ID NO: 343-426 y 428-440) (Véase la Tabla 21). 
 

Tabla 42 
 "2/3"  "1/4" 
1. FKBP-L27V 6-169 1. FKBP-L27V 1-5 
2. L27V 1-5-FRB 2. L27V 6-169-FRB 
3. FKBP-L27V 12-169 3. FKBP-L27V 1-11 
4. L27V 1-11-FRF 4. L27V 12-169-FRB 
5. FKBP-L27V 55-169 5. FKBP-L27V 1-54 
6. L27V 1-54-FRB. 6. L27V 55-169-FRB 
7. FKBP-L27V 84-169 7. FKBP-L27V 1-83 
8. L27V 1-83-FRB 8. L27V 84-169-FRB 
9. FKBP-L27V 103-169 9. FKBP-L27V 1-102 
10. L27V 1-102-FRB 10. L27V 103-169-FRB 
11. FKBP-L27V 157-169 11. FKBP-L27V 1-156 
12. L27V 1-156-FRB 12. L27V 157-169-FRB 
 "2/3"  "1/4" 
1. FKBP-L27V 6-169 1. FKBP-L27V 1-5 
2. L27V 1-5-FRB 2. L27V 6-169-FRB 
3. FKBP-L27V 12-169 3. FKBP-L27V 1-1 1 
4. L27V 1-11-FRB 4. L27V 12-169-FRB 
5. FKBP-L27V 55-169 5. FKBP-L27V 1-54 
6. L27V 1-54-FRB 6. L27V 55-169-FRB 
7. FKBP-L27V 84-169 7. FKBP-L27V 1-83 
8. L27V 1-83-FRB 8. L27V 84-169-FRB 
9. FKBP-L27V 103-169 9. FKBP-L27V 1-102 
10. L27V 1-102-FRB 10. L27V 103-169-FRB 
11. FKBP-L27V 157-169 11. FKBP-L27V 1-156 
12. L27V 1-156-FRB 12. L27V 157-169-FRB 

40 
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Tabla 21 
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Los pares de complementación descritos en la Tabla 42 se clonaron en el vector pF4Ag como se ha descrito 
anteriormente. Entonces se expresaron las construcciones PCA (900 µl) en lisado de reticulocitos de conejo (RRL; 
Promega Corp.) o extracto de germen de trigo (Promega Corp.) siguiendo las instrucciones del fabricante. Se 5 
mezclaron 1,25 µl de las reacciones de expresión para cada par de PCA con 10 µl de 2 x tampón de unión (HEPES 
100 mM, NaCl 200 mM, CHAPS al 0,2 %, EDTA 2 mM, glicerol al 20 %, DTT 20 mM, pH 7,5) y 7,5 µl de agua, y se 
transfirieron 18 µl a pocillos de una placa de 96 pocillos. Se añadieron 2 µl de rapamicina 5 µΜ (concentración final 
de 0,5 µΜ) y se incubaron durante 10 min a temperatura ambiente. 
Después de la incubación, 100 µl de PBI-3939 (50 x solución madre diluida a 1 x tampón de ensayo) y se incubaron 10 
durante 3 minutos a temperatura ambiente. La luminiscencia se midió como se ha descrito anteriormente (Figura 
76A-B: germen de trigo; FIG. 76C-D: reticulocitos de conejo; FIG. 76E-F: sistema libre de células [¿Qué sistema? 
¿WG o RRL?]; FIG. 76G: células HEK293).  
Las FIG. 76A-G muestran la luminiscencia de diversos pares de L27V de complementación de proteínas (PCA): un 
fragmento de L27V de cada par se fusionó bien a FKBP o a FRB usando una configuración de 2/3 (FIG. 76A y 76C) 15 
o una configuración de 1/4 (FIG. 76B y 76D) como se describe, y se controló la interacción de FKBP y FRB en el 
extracto de germen de trigo (FIG. 76A y 76B) y lisado de reticulocitos de conejo (RRL) (FIG. 76C y 76D); y la 
luminiscencia de los diversos controles negativos de complementación de proteínas (PCA) (FIG. 76E). Se midió la 
luminiscencia de varias L27V de complementación de proteínas usando una configuración de 1/4 en un sistema libre 
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de células (RRL) (FIG. 76F) y células HEK293 (FIG. 76G). Los datos de las FIG. 76A-G demuestran que varias 
eliminaciones diferentes, es decir, pequeños fragmentos de la variante L27V, son funcionales. 
3. Para demostrar el uso de las construcciones PCA para la PCA basada en células, se transfectaron las 
construcciones a células HEK293 y se ensayaron con PBI-4377. Se mezclaron los ADN del plásmido (5 ng) de cada 
par PCA (6, 12, 55, 84 y 103) con 40 ng de ADN portador (pGEM-3fz) y 5 µl de OPTI-MEM®, y se incubaron a 5 
temperatura ambiente durante 5 min. A continuación, se añadió FUGENE® HD (0,15 µl) y se volvió a incubar a 
temperatura ambiente durante 15 min. Se añadieron las mezclas de transfección de ADN a 100 µl de células 
HEK293 (1,5 x 105 células/ml) en DMEM con FBS al 10 % (sin antibióticos), se transfirieron a pocillos de una placa 
de 96 pocillos y se incubaron durante la noche a 37 ºC, CO2 al 5 %. 
Tras la transfección, se retiró el medio y se reemplazó por medio independiente del CO2 con 20 µΜ o 50 x PBI-4377, 10 
y se incubó a 37 ºC sin regulación de CO2 durante 2 horas. Se midió la luminiscencia, se añadieron 10 µl de 
rapamicina y se volvió a medir la luminiscencia cada 2 min durante 2 horas (FIG. 76A-C). 
4. Para demostrar el uso de las construcciones PCA en la identificación de inhibidores de las interacciones entre 
proteínas, se usaron las construcciones descritas en el punto n.º 2 del presente ejemplo. 
Se clonaron los pares de complementación, 103 "2/3", 157 "2/3", 103 "1/4" y 157 "1/4" descritos en la Tabla 42 en el 15 
vector pF4Ag como se ha descrito anteriormente. A continuación, se expresaron las construcciones PCA (25 µl) en 
lisado de reticulocitos de conejo (RRL; Promega Corp.) siguiendo las instrucciones del fabricante. Se mezclaron 
1,25 µl de las reacciones de expresión para cada par de PCA con 10 µl de 2 x tampón de unión (HEPES 100 mM, 
NaCl 200 mM, CHAPS al 0,2%, EDTA 2 mM, glicerol al 20 %, DTT 20 mM, pH 7,5) y 7,5 µl de agua, y se 
transfirieron 16,2 µl a los pocillos de una placa de 96 pocillos. Se estudió la rapamicina con diversas cantidades de 20 
FK506. A las reacciones, se añadió el inhibidor de la unión de FRB-FKBP, FK506 (x 10), y se incubaron las 
reacciones a temperatura ambiente durante 10 min. Se añadió rapamicina 15 nM (10 x solución madre) hasta 
obtenerse una concentración final de 1,5 nM de rapamicina, se incubó durante 2 h a temperatura ambiente. Tras la 
incubación, 100 µl de PBI-3939 (50 x solución madre diluida a 1 x tampón de ensayo) y se incubaron durante 3 
minutos a temperatura ambiente. La luminiscencia se midió en un luminómetro GLOMAX®. La FIG. 77 demuestra 25 
que las construcciones PCA desveladas en el presente documento se pueden usar para identificar inhibidores de las 
interacciones entre proteínas. 
5. Para demostrar el uso de las construcciones PCA en un formato lítico, se transfirieron los pares de 
complementación 103 "2/3", 157 "2/3" y 103 "1/4" a células HEK293 y se ensayaron con PBI-3939. Se mezclaron 
0,5 ng de plásmido de cada par PCA con 5 µl de OPTI-MEM® y 49 ng de pGEM-3zf (Promega Corp.). La mezcla de 30 
muestra se incubó a temperatura ambiente durante 5 min. A continuación, se añadieron 0,15 µl de FUGENE® HD a 
la mezcla de muestra, y se incubó a temperatura ambiente durante 15 min. Se añadieron 100 µl de células HEK293 
en DMEM con FBS al 10 % (sin antibióticos) a una concentración de 1,5 x 105 células/ml a cada mezcla de muestra. 
Entonces, se transfirió la muestra de células a un pocillo de una placa de 96 pocillos y se incubó a 37 ºC, CO2 al 5 % 
durante una noche. 35 
 
Al día siguiente, se añadieron 11,1 µl de rapamicina 10 µM (concentración final de 1 µM) a la mitad de los pocillos y 
se añadieron 11,1 µl de agua a la otra mitad de los pocillos. Se incubaron las placas de 96 pocillos a 37 ºC durante 1 
h. Se añadieron 100 µl de reactivo de ensayo + PBI-3939 (2 µl de 50 x PBI-3939 mezclados con 98 µl de reactivo de 
ensayo, previamente descrito) a cada pocillo y se incubaron las placas 37 ºC durante 4 min. La luminiscencia se 40 
midió en un luminómetro GLOMAX® a 37 ºC con un tiempo de integración de 0,5 s y 1 lectura. (FIG. 76H). 
 
Ejemplo 50 - Biosensor de cAMP de OgLuc  
 
Las variantes de OgLuc de la presente divulgación se pueden asociar con una alta producción no solo a través de la 45 
concentración, sino también a través de la modulación de la actividad enzimática. Por ejemplo, se puede desarrollar 
un biosensor de cAMP mediante la incorporación de un dominio de unión a cAMP de la proteína quinasa A en una 
variante de OgLuc permutada circularmente. Una variante de OgLuc desvelada en el presente documento se puede 
permutar circularmente en uno o varios sitios que toleren dicha permutación mediante métodos conocidos en la 
técnica (por ejemplo, la solicitud publicada de EE.UU. n.º 2005/0153310). La proteína quimérica variante de OgLuc 50 
permutada circularmente resultante puede funcionar como un biosensor intracelular para cAMP cuando se exprese 
en células de mamífero. Tras la unión de cAMP con el biosensor, el biosensor sufre un cambio de configuración que 
crea una enzima luciferasa activa. Al tratar las células con forskolina, un activador de la adenilato ciclasa, se debería 
producir un aumento de la luminiscencia con concentraciones crecientes de forskolina. Se pueden desarrollar 
biosensores similares para las dianas que incluyen, pero sin limitación, calcio (Ca+2), cGMP y proteasas tales como 55 
las caspasas y el virus del mosaico del tabaco (TEV) mediante la incorporación del dominio de unión apropiado o del 
sitio de escisión apropiado para cada una a una variante de OgLuc permutada circularmente. 
 
La utilidad de OgLuc como biosensor se demostró mediante el análisis de la variante 9B8 opt en el contexto de un 
sensor de cAMP. Se crearon construcciones permutadas circularmente que contenían la subunidad RIIpB de la 60 
proteína quinasa A flanqueada por las secuencias de la variante de OgLuc, y se expresaron en un sistema libre de 
células según lo descrito en la publicación PCT PCT/US2007/008176, a excepción de que los sitios para la 
permutación circular se seleccionaron según lo descrito más adelante. La nueva proteína se ensayó en presencia y 
en ausencia de cAMP. La respuesta a cAMP se define como la proporción de actividad (+) cAMP/ (-) cAMP. 
 65 
Se ha creado un modelo estructural para OgLuc basado en similitudes con ciertas proteínas de unión a ácidos 
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grasos de estructura conocida, descritas previamente en el documento PCT/US2010/33449. El modelo predice una 
secuencia ordenada de los motivos estructurales proteicos convencionales; hélice α y lámina β. Se escogieron las 
regiones de transición entre estos elementos estructurales como sitios de permutación circular (véase la Tabla 43). 
1. El molde para la expresión de las construcciones de biosensor consistía en: secuencia C-terminal de OgLuc-
secuencia de RIIpB-secuencia N-terminal de OgLuc en el plásmido pF5 (Promega Corp.). Se usó el sistema de 5 
extracto de germen de trigo acoplado a T7 TNT® (Promega Parte n.º L4140) para traducir la construcción. La 
reacción de extracto de germen de trigo TNT® incluía 25µl de extracto de germen de trigo TNT® (L411A), 2 µl de 
tampón de reacción TNT® (L462A), 1 µl de mezcla de aminoácidos, Complete (L446A), 1 µl de RNasin® (40 U/µl) 
(N2615), 1 µl de ARN polimerasa de T7 TNT® (L516A), 1,0 µg de molde de ADN y agua exenta de nucleasa hasta 
alcanzar un volumen total de 50 µl. Se incubó la mezcla de reacción a 30 ºC durante 120 min. Se realizó un ensayo 10 
de actividad de OgLuc mediante la adición a los 50 µl de mezcla de traducción de OgLuc, 50 µl de reactivo OgLuc 
Glo (MES 100 mM (pH 6,0), CDTA 1 mM, KCl 150 mM, tiourea 35 mM, DTT 2 mM, TERGITOL® NP-9 al 0,25 % 
(v/v), MAZU® DF 204 al 0,025 % y PBI-3939 20 µM) con o sin cAMP 100 mM, y realizando una lectura cinética 
durante 30 min (lector de placas F500 TECAN® INFINITE®). La respuesta se determina mediante la división de la 
luminiscencia generada por el biosensor con cAMP entre la luminiscencia generada por el biosensor sin cAMP 15 
(Tabla 43). 
 

Tabla 43: Respuesta de biosensores de OgLuc permutadas circularmente al cAMP 
SITIO CP RESPUESTA 

27 x 2,6 

51 x 2,2 

84 x 1,5 

122 x 4,3 

147 x 1,9 

157 x 5,6 

 
2. Se creó un biosensor de cAMP de 9B8opt permutado circularmente en el sitio CP 51 como se describe en 1. A 20 
continuación, se transfectó el biosensor a células HEK293 (15.000 células/pocillo) usando FUGENE® HD de acuerdo 
con las instrucciones del fabricante en una placa de 96 pocillos, y se incubaron durante la noche a 37 ºC, CO2 al 
5 %. Después de la transfección, se retiró el medio y se sustituyó con medio independiente del CO2 con FBS al 
10 %. A continuación, se incubaron las células durante 2 horas a 37 ºC, CO2 al 5 %, tras lo que se añadieron 
cantidades variables de FSK. Se volvieron a incubar las células de nuevo durante 3 horas a 37 ºC, CO2 al 5 %. 25 
Después, se añadió PBI-3939 6 µΜ y se midió la luminiscencia después de 13 min (FIG. 78). 
3. Se usaron versiones permutadas circularmente ("CP"; por ejemplo, CP6 se refiere a que el antiguo resto 6 es el 
nuevo resto 1 detrás de Met) y divididas linealmente ("SS"; por ejemplo, el SS6 se refiere a un sensor orientado de la 
siguiente manera: OgLuc (1-6)-sitio de unión a RIIβb (SEQ ID NO: 441 y 442)-OgLuc (7-169)) de L27V como 
biosensores de AMPc (SEQ ID NO: 467-574). Se obtuvieron versiones CP (SEQ ID NO: 467-498 y 555-574) y SS 30 
(SEQ ID NO: 499-554) de la variante L27V como se ha descrito anteriormente y se expresaron en lisado de 
reticulocitos de conejo (RRL; Promega Corp.) siguiendo las instrucciones del fabricante. La secuencia enlazadora 
entre el extremo C-terminal de la secuencia del sitio de unión a RIIβb y de luciferasa OgLuc era 
GGGTCAGGTGGATCTGGAGGTAGCTCTTCT (SEQ ID NO: 575). La secuencia enlazadora entre el extremo N-
terminal de la secuencia del sitio de unión a RIIβb y de luciferasa OgLuc era 35 
AGCTCAAGCGGAGGTTCAGGCGGTTCCGGA (SEQ ID NO: 576). Se mezclaron 3,75 µl de las reacciones de 
expresión con 1,25 µl de 4 x cAMP (concentración final 1 nM-0,1 mM) y se incubaron a temperatura ambiente 
durante 15 min. Después de la incubación, 100 µl de PBI-3939 (50 x solución madre diluída a 1 x en tampón de 
ensayo) y se incubaron durante 3 min a temperatura ambiente. La luminiscencia se midió en un luminómetro 
GLOMAX® (FIG. 79A-B). También se midió la luminiscencia para las versiones CP y SS de la variante L27V 40 
expresada en células HEK293 y tratadas con forskolina como se ha descrito previamente (FIG. 79C-D). Las FIG. 
79A-D demuestran que las versiones permutados circularmente y divididas linealmente de las variantes de OgLuc 
desveladas en el presente documento se pueden usar como biosensores. 
 
Ejemplo 51-Distribución y localización subcelular 45 
 
Para el análisis de la distribución subcelular, se sembraron células U2OS a 2 x 104 células/cm2 en placas de cultivo 
con fondo de vidrio en medio 5A de McCoy (Invitrogen) que contenía SFB al 10 %. Las células se incubaron 
entonces durante 24 horas a 37 ºC, CO2 al 5 %. Se transfectaron las células con 1/20 del volumen de mezcla de 
transfección (FUGENE® HD y pF5A-CMV-L27V (la variante L27V (SEQ ID NO: 88) se clonó en el vector pF5A con el 50 
promotor de CMV (Promega Corp.)) o pGEM3Zf (Promega Corp.; control negativo)) y se incubaron durante 24 horas 
a 37 ºC, CO2 al 5 %. Después de la incubación, se sustituyó el medio celular con medio independiente del CO2 con 
un FBS al 0,5 % y PBI-4378 100 µΜ. Después de una incubación de 30 min a 37 ºC, se capturaron imágenes sin 
filtrar en un microscopio de bioluminiscencia Olympus LV200 usando un objetivo de 60 aumentos (FIG. 80A-B) 
durante 25, 100, 1.000 y 5.000 ms. 55 
 
Para el análisis de la localización subcelular, se crearon fusiones de L27V N-terminales con el GPCR AT1R 
(receptor de la angiotensina de tipo 1 (SEQ ID NO: 459 y 460)) con la secuencia de secreción de IL-6 (SEQ ID NO: 
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461 y 462) o el factor de transcripción Nrf2 (SEQ ID NO: 317) usando un enlazador GSSG (SEQ ID NO: 457 y 458), 
y se transfectaron a células U2OS como se ha descrito anteriormente (FIG. 81A-C). L a FIG. 81C ("GPRC") muestra 
la expresión de una construcción en la que la secuencia señal de IL6 está cadena arriba de la secuencia de la 
variante L27V, y el AT1R está cadena abajo de la secuencia de la variante L27V. La variante L27V sola también se 
transfectó ("no fusionada"). Después de una incubación de 24 horas a 37 ºC, CO2 al 5 %, se reemplazó el medio de 5 
células por medio independiente del CO2 con FBS al 0,5 %, y se equilibró durante 1 hora a 37 ºC en una atmósfera 
sin regulación de CO2. A continuación, se añadió un volumen igual de medio + PBI-3939 200 µΜ y se capturaron 
imágenes sin filtrar de inmediato en un microscopio de bioluminiscencia Olympus LV200 usando un objetivo de 60 y 
150 aumentos (FIG. 81A-C). Para las células que expresaban L27V sola, PBI-3939 se retiró mediante lavado de las 
células inmediatamente antes de la captura de imágenes. 10 
 
Ejemplo 52- Control de las vías de señalización intracelular 
 
El presente ejemplo proporciona dos ejemplos de la nueva luciferasa que se está usando como controlar las vías de 
señalización intracelular a nivel de proteína (en contraposición con los ejemplos de elementos de respuesta que 15 
representan la activación de la transcripción). La variante 9B8opt (SEQ ID NO: 24) se fusionó bien con IkB (Gross et 
al., “Nature Methods” 2(8):607-614 (2005)) (en el extremo C-terminal, es decir, N-IkB-(9B8opt)-C)) o ODD (dominio 
de degradación dependiente del oxígeno de Hif-1-α (Moroz et al., PLoS One 4(4):e5077 (2009)) (en el extremo N-
terminal, es decir, N-(9B8opt)-ODD-C)). Se sabe que IkB se degrada en las células tras la estimulación con TNFα. 
Por lo tanto, la construcción IkB-(9B8opt) se podría usar como un sensor de TNFα de células vivas. Se sabe que 20 
ODD (HIF-1-α) se acumulan dentro de las células tras la estimulación con compuestos que inducen la hipoxia. Por lo 
tanto, la construcción de ODD-(9B8opt) se podría usar como un sensor de la hipoxia en células vivas.  
 
Se expresaron construcciones que contenían fusiones con IkB u ODD con 9B8opt (pF5A) en células HEK293 
mediante transfección inversa (5 ng (IkB) o 0,05 ng de ADN de ODD ((mezclado con el ADN portador, dando un total 25 
de 50 ng)) como se ha descrito anteriormente, y se incubaron durante 24 horas a 37 ºC, CO2 al 5 %. Después de la 
transfección, se reemplazó el medio por medio de independiente del CO2 nuevo que contenía FBS al 0,5 % y PBI-
4377 20 µΜ, y se dejó equilibrar durante 4 horas a 37 ºC, CO2 atmosférico. Se expusieron las células a un estímulo: 
TNFα para las células que expresaban la fusión de IkB y fenantrolina para las células que expresaban la fusión de 
ODD. Se añadió DMSO (vehículo) a las células de control. Para las muestras de TNFα/IkB, se añadieron 100 µg/ml 30 
de cicloheximida aproximadamente 15 min antes de añadir el estímulo para prevenir la síntesis de nuevas proteínas. 
En los puntos temporales indicados después del tratamiento, las células se ensayaron para determinar la 
luminiscencia. Para la normalización de los datos, se dividieron las URL de cada muestra en un punto temporal dado 
entre las URL de la misma muestra inmediatamente después de la estimulación. Entonces, se determinaron las 
veces de respuesta para cada sensor (FIG. 82A-C). 35 
 
B. Se usó L27V para controlar las vías de señalización del estrés oxidativo a nivel de proteína. Se fusionaron 
luciferasa L27V o de Renilla (Rluc) con Nrf2/NFE2L2 en un vector de expresión pF5K (en el extremo C-terminal; es 
decir, N-Nrf2-(L27V)-C o N-Nrf2-(Rluc)-C). Keap1 es un regulador negativo de Nrf2 (SEQ ID NO: 217). Con el fin de 
representar fielmente la regulación de los niveles de proteína Nrf2-L27V02, se expresó conjuntamente Keap1 para 40 
mantener niveles bajos Nrf2 (a través de la ubiquitinación). 
 
Se expresaron Nrf2-L27V o Nrf2-Rluc (5 ng, pF5K) y una proteína de fusión de HALOTAG®-Keap1 (pFN21-HT7-
Keap1 (SEQ ID NO: 316); 50 ng) en células HEK293 mediante la transfección de la células en el momento de la 
siembra en placas de 96 pocillos como se ha descrito anteriormente, y se incubaron durante 24 horas a 37 ºC, CO2 45 
al 5 %. Después de la transfección, el medio se reemplazó por medio independiente de CO2 recién preparado con 
FBS al 0,5 % y PBI-4377 20 µΜ para L27V o ENDUREN ™ 20 µΜ (Promega Corp.) para la luciferasa de Renilla, y 
las células se equilibraron durante 4 horas a 37 ºC bajo CO2 atmosférico. Para el análisis cinético, se usaron D,L-
sulforafano 20 µΜ o vehículo (DMSO). En la FIG. 83A, se midió la luminiscencia como se ha descrito anteriormente 
en los puntos temporales indicados después del tratamiento. Para la normalización de los datos, se dividió la 50 
luminiscencia de cada muestra en un punto temporal dado entre la luminiscencia de la misma muestra 
inmediatamente después de la estimulación (FIG. 83B-C). 
 
C. Se realizó una comparación de la respuesta del sensor de Nrf2 se describe en B y del indicador Nrf2(ARE)-Luc2P 
(Promega Corp.). Tanto el sensor de Nrf2 como el indicador se exploraron como se describe en el apartado B 55 
anterior. Para el ensayo de gen indicador de la luciérnaga (Luc2P), se usó el reactivo de ensayo ONE-GLO ™. Las 
FIG. 84A-B proporcionan la respuesta normalizada de Nrf2-L27V a las 2 horas y de Nrf2(ARE)-Luc2P a las 16 h.  
 
Ejemplo 53 - Evaluación de la variante de OgLuc como indicador bioluminiscente con BRET 
 60 
La transferencia de energía por resonancia de bioluminiscencia (BRET) permite controlar las interacciones entre las 
proteínas. Se examinó la transferencia de energía intramolecular entre IV y una pareja de fusión de HT7 en la que 
HT7 se había marcado previamente con un fluoróforo, es decir, TMR (longitud de onda de excitación/emisión 
(ex/em) = 555/585 nm) o rodamina 110 (longitud de onda de excitación/emisión = 502/527 nm). Se incubaron 50 µl 
de un lisado celular bacteriano que contenía la proteína de fusión IV-HT7 del Ejemplo 34 con o sin ligando fluoróforo 65 
0,001-10 µΜ durante 1 hora a temperatura ambiente. Después de la incubación, se añadieron 50 µl de RENILLA-
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GLO™, que contenía coelenterazina-h 22 µΜ, a 50 µl de la mezcla de ligando y enzima, y se registró el espectro de 
emisión a los 5 min. Se muestran los espectros de ejemplo de IV-HT7 con TMR (FIG. 83A) o rodamina 110 
("Rhod110") (FIG. 85B) indicando que la BRET fue mayor cuando la ex/em del ligando estaba más cerca del pico 
luminiscente de 460 nm de OgLuc, es decir, superior a la rodamina 110. Estos datos muestran que se puede 
producir la transferencia de energía intramolecular entre las variantes de OgLuc y un fluoróforo en una proteína de 5 
fusión. Se usaron tres controles diferentes para la comparación (datos no mostrados): 1) una fusión de no HT; 2) una 
fusión de HT que no estaba marcada con un ligando HT; y 3) una fusión marcada con HT que se escindió 
proteolíticamente en un sitio de TEV entre OgLuc y HT (lo que indica la implicación de la proximidad/distancia). No 
se observó BRET en los tres controles diferentes, lo que sugiere que TH participó en la obtención de la BRET. La 
BRET fue mayor para C1+A4E e IV con HT7 C-terminal en comparación con HT7 N-terminal. 10 
 
Ejemplo 54 - Ensayos de proximidad de proteínas para células vivas o formatos líticos 
 
En un ejemplo, se aplican proteínas de fusión OgLuc permutadas circularmente (CP) o divididas linealmente (SS) a 
las mediciones de la proximidad de las proteínas. OgLuc se permuta y se divide a través de la inserción de una 15 
secuencia de aminoácidos substrato de proteasa (por ejemplo, TEV) para generar baja bioluminiscencia. La 
luciferasa inactiva se ancla (por ejemplo, mediante fusión genética) a una proteína de monitorización. Se ancla una 
proteína de interacción potencial (por ejemplo, mediante fusión genética) a una proteasa (por ejemplo, TEV). 
Cuando las dos proteínas de monitorización interactúan o están lo suficientemente próximas entre sí (por ejemplo, a 
través de una interacción constitutiva, un estímulo farmacológico o una respuesta de vía), la luciferasa se escinde 20 
para generar un aumento de la actividad de bioluminiscencia. El ejemplo se puede aplicar a mediciones de la 
proximidad de proteínas en células o en ensayos bioquímicos. Además, la alta estabilidad térmica de una variante 
de luciferasa OgLuc podría permitir mediciones de las interacciones anticuerpo-antígeno en células lisadas o 
ensayos bioquímicos. 
 25 
Ejemplo 55 - Ensayos bioluminiscentes  
 
1. Para demostrar el uso de una variante de OgLuc en un ensayo bioluminiscente para detectar la enzima caspasa-
3, se usó la variante 9B8 opt en un ensayo bioluminiscente usando un sustrato de pro-coelenterazina que 
comprendía la secuencia de escisión de la caspasa-3 DEVD. Se mezcló la enzima de la caspasa-3 purificada con 30 
una muestra de lisado de E. coli que expresaba la variante opt 9B8, que se preparó como se describe en el Ejemplo 
27 y se diluyó 10 veces en un tampón que contenía MES 100 mM, pH 6,0, CDTA 1 mM, KCl 150 mM, tiourea 
35 mM, DTT 2 mM, TERGITOL® NP-9 al 0,25 % (v/v), MAZU® DF 204 al 0,025 % (v/v), con o sin z-DEVD-
coelenterazina-h 23,5 µΜ en HEPES 100 mM, pH 7,5. Se incubó la enzima caspasa-3 con la muestra de lisado 
durante 3 horas a temperatura ambiente, y se detectó la luminiscencia en un luminómetro Turner Modulus™ en 35 
diversos puntos temporales. Como controles, se usaron una muestra que solo contenía lisado bacteriano y una 
muestra que solo contenía la caspasa-3. Se usaron tres duplicados. La FIG. 86 y la Tabla 44 demuestran que 9B8 
opt y, por lo tanto, otras variantes de OgLuc descritas en el presente documento se pueden usar en un ensayo de 
bioluminiscencia con un sustrato de pro-coelenterazina para detectar una enzima de interés. 
 40 
Tabla 44: Luminiscencia media en URL generada a partir de lisados bacterianos que expresan la variante 

9B8 opt incubados con o sin caspasa-3 purificada usando z-DEVD-coelenterazina-h como sustrato 
tiempo (min) Sin caspasa (URL) + caspasa (URL) 

5 26.023 25.411 

15,3 7.707 36.906 

29,9 4.013 41.854 

60,9 2.305 43.370 

190,3 1.155 42.448 

 
2. Se usó la variante L27V en un ensayo bioluminiscente usando un sustrato de pro-coelenterazina que comprendía 
la secuencia de escisión de caspasa-3 DEVD. Se mezcló enzima caspasa-3 purificada (1 mg/ml) en MES 100 mM, 45 
pH 6 (50 µl) con variante L27V02 227 nM y PBI-3741 47 µΜ (z-DEVD-coelenterazina-h) en tampón de ensayo 
(50 µl). Las reacciones se incubaron durante 3 horas a temperatura ambiente, y se detectó la luminiscencia como se 
ha descrito previamente. El ensayo con la variante L27V se comparó con una versión de la luciferasa de luciérnaga 
del ensayo, sistema de ensayo 3/7 CASPASA-GLO® (caspasa-Glo; Promega Corp.). La Tabla 45 demuestra que la 
variante L27V y, por lo tanto, otras variantes de OgLuc de la presente divulgación, se pueden usar en un ensayo de 50 
bioluminiscencia con un sustrato pro-coelenterazina para detectar una enzima de interés. 
 

Tabla 45 
 (+) caspasa +/- (-) caspasa +/- 

L27V 11.532 93 803 25 

Caspasa-Glo 15.156.567 793.981 302 5 

 
55 
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Ejemplo 56 - Inmunoensayos 
 
Las variantes de OgLuc desveladas en el presente documento se integran en varios conceptos diferentes de 
inmunoensayo. Por ejemplo, una variante de OgLuc se fusiona genéticamente o se conjuga químicamente con un 
anticuerpo principal o secundario para proporcionar un método de detección para un determinado analito. Como otro 5 
ejemplo, una variante de OgLuc se fusiona genéticamente o se conjuga químicamente con proteína A, proteína G, 
proteína L, o cualquier otro péptido o proteína conocidos por unirse a fragmentos de Ig, y esto se podría usar para 
detectar un anticuerpo específico unido a un determinado analito. Como otro ejemplo, una variante de OgLuc se 
fusiona genéticamente o se conjuga químicamente con estreptavidina, y se usa para detectar un anticuerpo 
biotinilado específico unido a un determinado analito. Como otro ejemplo, los fragmentos complementarios de una 10 
variante de OgLuc se fusionan genéticamente o se conjugan químicamente con anticuerpos primarios y secundarios, 
de manera que el anticuerpo principal reconoce un analito inmovilizado en particular y el anticuerpo secundario 
reconoce el anticuerpo principal, todo en un formato de tipo ELISA. La actividad de la variante de OgLuc, es decir, la 
luminiscencia, se reconstituye en presencia de analito inmovilizado, y se usa como un medio para cuantificar el 
analito. 15 
 
Como otro ejemplo, los fragmentos complementarios de una variante de OgLuc pueden fusionarse con dos 
anticuerpos, de manera que un anticuerpo reconoce un determinado analito en un epítopo y el segundo anticuerpo 
reconoce el analito a un epítopo separado. La actividad de la variante de OgLuc se reconstituiría en presencia de 
analito. El método sería susceptible de mediciones de cuantificación de analitos en un medio complejo tal como un 20 
lisado celular o medio celular. Como otro ejemplo, los fragmentos complementarios de una variante de OgLuc 
pueden fusionarse con dos anticuerpos, de manera que un anticuerpo reconozca un determinado analito, 
independientemente de la modificación, y el segundo anticuerpo reconozca solo el analito modificado (por ejemplo, 
después de la modificación posterior a la traducción). La actividad de la variante de OgLuc se reconstituiría en 
presencia del analito solo cuando estuviera modificado. El método sería susceptible de mediciones de analito 25 
modificado en un medio complejo tal como un lisado celular. Como otro ejemplo, una variante de OgLuc puede 
conjugarse con un analito (por ejemplo, prostaglandinas) y usarse en un formato de ELISA de tipo sándwich 
competitivo. 
 
Ejemplo 57 - Ensayo de dimerización  30 
 
El presente ejemplo demuestra que las variantes de OgLuc permutadas circularmente de longitud completa pueden 
fusionarse con respectivas parejas de unión, por ejemplo, FRB y FKBP, y usarse en un ensayo de tipo 
complementación de proteínas. La diferencia clave entre el método desvelado en el presente documento y la 
complementación tradicional de proteínas es que no hubo complementación, sino que, más bien, hubo dimerización 35 
de dos enzimas de longitud completa, por ejemplo, variantes de OgLuc permutadas circularmente. 
 
En resumen, se fusionaron proteínas indicadoras permutadas circularmente configuradas de forma similar para la 
actividad baja a ambas parejas de proteína de fusión (véase la FIG. 87A). Por ejemplo, cada pareja de fusión se 
puede enlazar con indicadores permutados de estructura idéntica. La interacción de las parejas de fusión aproximó 40 
mucho a los indicadores permutados, permitiendo de este modo la reconstitución de un indicador híbrido que tenía 
mayor actividad. El nuevo indicador híbrido incluía porciones de cada uno de los indicadores permutados 
circularmente de una manera que permitió la reducción de la restricción estructural. 
 
Se clonaron las variantes L27V permutadas circularmente y divididas linealmente CP84 y CP 103 (N-(SS-I69)-(1-45 
SS1)-FRB-C and C-(1-SS1)-(SS-169)-FKBP) como se ha descrito anteriormente y se expresaron (25 µl) en lisado de 
reticulocitos de conejo (RRL; Promega Corp.) siguiendo las instrucciones del fabricante. Se mezclaron 1,25 µl de las 
reacciones de expresión para cada par de dimerización con 10 µl de 2 x tampón de unión (HEPES 100 mM, NaCl 
200 mM, CHAPS al 0,2 %, EDTA 2 mM, glicerol al 20 %, DTT 20 mM, pH 7,5) y 7,5 µl de agua, y se transfirieron 
18 µl a los pocillos de una placa de 96 pocillos. Para las reacciones, se añadieron 2 µl de rapamicina (concentración 50 
final de 0 y 0,1 a 1.000 nM), y las reacciones se incubaron a temperatura ambiente durante 10 min. Después de la 
incubación, 100 µl de PBI-3939 (50 x solución madre diluída a 1 x en tampón de ensayo) y se incubaron durante 
3 min a temperatura ambiente. Se midió la luminiscencia en un luminómetro GLOMAX® (FIG. 87B) y se determinó la 
respuesta (FIG. 87C). Las FIG. 87B-C demuestran que las variantes de OgLuc de la presente divulgación se pueden 
usar para detectar las interacciones proteína-proteína mediante un ensayo de dimerización de tipo PCA. 55 
 
Ejemplo 58 - Semivida intercelular 
 
Se determinó la semivida intracelular de la variantes de OgLuc 9B8, 9B8+K33N, V2, L27V y V2+L27M. Se 
transfectaron células CHO (500.000) en placas de 15-100 mm en medio F12 con FBS al 10 % y 1 x piruvato de 60 
sodio con 30 µl, 100 ng/µl de ADN de plásmido que contenía 9B8, 9B8+K33N, V2, L27V ("V2+L27V" ) o V2+L27M 
(todas en fondo de vector pF4A) usando TRANSIT®-LT1 (Mirus) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Las 
células se incubaron a continuación durante 6 horas. Se sembraron a 10.000 células/pocillo en 6 pocillos de una 
placa de 96 pocillos (6 pocillos/variante) y se incubaron durante la noche a 37 ºC. Se distribuyeron las muestras en 3 
placas. Cada placa tenía 6 duplicados para las mediciones en diferentes puntos temporales. 65 
 

ES 2 567 410 T3

 



95 

Después de la incubación durante la noche, se retiró el medio de las células para muestras de t = 0, y se añadieron 
100 µl de tampón de ensayo (previamente descrito, sin sustrato). La muestra se congeló en hielo seco y se 
almacenó a -20 ºC. Se diluyó cicloheximida (100 mg/ml) a 1:100 hasta una concentración final de 1 mg/ml en OPTI-
MEM®. También se diluyó DMSO (100 %) a 1:100 (concentración final al 1 %) en OPTI-MEM®. Se añadió (11 µl) la 
cicloheximida diluida (1 mg/ml) hasta 3 repeticiones de cada muestra de variante transfectada, y se añadieron 11 µl 5 
del DMSO diluido (1 %) a las otras 3 repeticiones. A continuación, se incubaron las células a 37 ºC, CO2 al 5 % y se 
retiraron en varios puntos temporales (es decir, 0, 0,5, 0,9, 2,5, 4,3 y 6,2 horas) y se procesaron como las muestras 
de t = 0. 
 
Para el análisis, las muestras se descongelaron a temperatura ambiente, y se ensayaron 10 µl en 50 µl de reactivo 10 
de ensayo. La luminiscencia se midió en un luminómetro GLOMAX®. En cada punto temporal, se midió la 
luminiscencia para las muestras no tratadas y tratadas con cicloheximida. Las URL de las células tratadas con 
cicloheximida se normalizaron mediante las URL para las células no tratadas. 
 
Se calculó la semivida intracelular de cada variante midiendo la proporción de la luminiscencia de la muestra tratada 15 
con cicloheximida (CHX) con respecto a la de la no tratada en cada punto temporal. A continuación, se representó la 
proporción ln (% tratada con respecto a no tratada) con el tiempo, y se calculó la semivida (Tabla 46). Las variantes 
de OgLuc resultaron tener semividas intracelulares de aproximadamente 6-9 horas con un promotor de CMV 
completamente potente, pero las semividas se redujeron con una variante de eliminación de CMV (d2). La presencia 
de una señal de degradación PEST combinada con el promotor de CMV completamente potente reduce 20 
significativamente la semivida. 
 

Tabla 46 

Muestra CMV no deg. 
d2 de CMV no 
deg. 

PEST de 
CMV 

9B8 6,32 3,87 1,43 

K33N 9,24 3,70 1,18 

V2 9,63 4,28 1,61 

V2+L27V 6,66 4,78 1,63 

V2+L27M 8,89 6,98 1,63 

 
Se completó otro experimento usando el protocolo de transfección inversa descrito en el Ejemplo 52 con células 25 
HEK293 (datos no mostrados). Los resultados de este experimento indican que la semivida intracelular para la 
variante L27V con PEST es de 10 min. La variante L27V sin señal de degradación usada en este experimento no 
mostró una desintegración en el transcurso de experimento. En este caso, la desintegración se normalizó con 
respecto a las células no tratadas en t = 0. 
 30 
Ejemplo 59 - Exposición de las variantes de OgLuc a la urea 
 
Dado que se sabe que la luciferasa de luciérnaga es relativamente inestable, es mucho más sensible a la exposición 
a la urea. Para determinar si éste era también el caso de las variantes de OgLuc, se determinó la sensibilidad de la 
OgLuc a la urea. Se mezclaron 5 µl de enzima L27V 45,3 µΜ con 100 µl de una solución de urea (MOPS 100 mM, 35 
pH 7,2, NaCl 100 mM, CDTA 1 mM, glicerol al 5 % y diversas concentraciones de urea) y se incubaron durante 30 
min a temperatura ambiente. Se diluyeron 5 µl de la solución de urea + enzima L27V 10.000 veces en DMEM sin 
rojo fenol + PRIONEX® al 0,1 %, se mezclaron 50 µl con 50 µl de reactivo de ensayo que contenía PBI-3939 100 µΜ 
(descrito anteriormente), y se leyó la luminiscencia a los 10 min. (FIG. 88). La FIG. 88 indica que L27V bien es 
resistente a la urea o se vuelve a plegar a una enzima funcional muy rápidamente tras retirar la urea. Esto sugiere 40 
que L27V se podría usar como una enzima indicadora en condiciones de desnaturalización química, por ejemplo, 
multiplexación en condiciones en las que se use un desnaturalizante para detener una reacción enzimática antes de 
la reacción basada en la variante de OgLuc. 
 
Se diluyó una solución madre de variante L27V purificada a 0,31 mg/ml 100.000 veces en tampón (PBS+DTT 45 
1 mM+IGEPAL al 0,005 %) y se incubó con urea 3 M durante 30 minutos a 25 ºC, y luego se mezcló 1:1 (50 µl + 
50 µl) con un reactivo de ensayo que contenía PBI-3939 100 µΜ (descrito anteriormente). Las reacciones se leyeron 
en un luminómetro TECAN® INFINITE® F500 como se ha descrito anteriormente (para 100 min; intervalos de lectura 
de 1 min) (FIG. 89). Los resultados indican que la urea 3 M reduce la actividad de la variante L27V en 
aproximadamente un 50 %, pero que, después de la dilución de la urea 2 veces (hasta una concentración final de 50 
1,5 M) la actividad aumenta, presumiblemente debido a replegamiento. 
 
Ejemplo 60 - Formación de imágenes de proteínas de fusión OgLuc 
 
El presente ejemplo demuestra el uso de OgLuc y variantes de OgLuc para controlar la translocación de proteínas 55 
en células vivas sin la necesidad de la excitación de fluorescencia. Se fusionaron variantes de OgLuc con el receptor 
de glucocorticoides humano (GR; SEQ ID NO: 451 y 452), la proteína quinasa C alfa humana (PKCa; SEQ ID NO: 
449 y 450) o LC3 (SEQ ID NO: 577 y 578). Para analizar la translocación subcelular de proteínas usando imágenes 
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de bioluminiscencia, se sembraron células HeLa a 2 x 104 células/cm2 en placas de cultivo con fondo de vidrio 
(MatTek) en medio DMEM (Invitrogen) que contenía SFB al 10 %. Las células se incubaron entonces durante 24 
horas a 37 ºC, CO2 al 5 %. A continuación, se transfectaron las células con 1/20 del volumen de la mezcla de 
transfección (FUGENE® HD) y ADN codificante de L27V02-GR (SEQ ID NO: 453 y 454) o L27V02-PKC alfa (SEQ ID 
NO: 455 y 456) clonado en el vector pF5A (Promega Corp.)). El ADN de plásmido para L27V02-GR se diluyó 1:20 en 5 
pGEM-3ZF (Promega Corp.) para lograr los niveles de expresión apropiados de L27V02-GR. El ADN de plásmido 
para L27V02-LC3 y L27V02-PKC alfa se usó sin diluir. Las células se incubaron entonces durante 24 horas a 37 ºC, 
CO2 al 5 %. Las células transfectadas con las proteínas de fusión de GR se privaron del agonista de GR durante 20 
horas usando medio MEM suplementado con FBS tratado con dextrano/carbón vegetal al 1 % (Invitrogen). 
Veinticuatro horas después de la transfección (para las mediciones de PKC alfa) o 48 horas después de la 10 
transfección (para las mediciones de GR), el medio celular se sustituyó con medio independiente del CO2 que 
contenía PBI-3939 100 µΜ inmediatamente antes de la formación de imágenes. Se capturaron de inmediato 
imágenes sin filtrar en un microscopio de bioluminiscencia Olympus LV200 usando un objetivo de 150 aumentos. 
 
La translocación del citosol al núcleo de la proteína de fusión L27V02-GR se logró a través de la estimulación con 15 
dexametasona 0,5 mM durante 15 min. La translocación del citosol a la membrana plasmática de la proteína de 
fusión L27V02-PKC alfa se logró a través de la estimulación con PMA 100 nM durante 20 min. Las células 
transfectadas con proteína de fusión L27V02-LC3 se dejaron sin tratar o se trataron con cloroquina 50 mM en medio 
DMEM (Invitrogen) que contenía FBS al 10 %. 
 20 
L27V02-receptor de glucocorticoides 
 
En ausencia de los glucocorticoides, el receptor de glucocorticoides (GR) forma complejos con las proteínas Hsp90 y 
reside en el citosol. Tras la interacción de GR con glucocorticoides tales como la dexametasona, las proteínas GR se 
disocian de estos complejos de proteínas y se translocalizan hacia el núcleo para regular la transcripción de genes. 25 
La FIG. 90A-B muestran la formación de imágenes de bioluminiscencia de la translocación desde el citosol hacia los 
receptores nucleares (NR) inducida por la dexametasona de las proteínas de fusión de L27V02-receptor de 
glucocorticoides (GR) usando el sustrato PBI-3939 en células HeLa. 
 
L27V02-PKCa 30 
 
Tras el tratamiento con ésteres de forbol, las proteínas PKC alfa son reclutadas a la membrana plasmática y regulan 
las respuestas celulares, incluyendo la dinámica de la membrana y la transducción de señales. Las FIG. 91A-B 
muestran imágenes de bioluminiscencia de la translocación desde el citosol hacia la membrana plasmática de la 
proteína quinasa C alfa (PKC alfa) inducida por el éster de forbol de proteínas de fusión de OgLuc L27V02-PKC alfa 35 
usando el sustrato PBI3939 en células U-2OS. 
 
L27V-LC3 
 
La asociación de proteínas LC-3 procesadas con autofagosomas representa una etapa distintiva de la autofagia. El 40 
tratamiento con cloroquina detiene el flujo autofágico en esta etapa, lo que produce la acumulación de proteínas LC-
3 en los autofagosomas (produciendo una distribución subcelular puntiforme). La FIG. 92A-B muestran la formación 
de imágenes de bioluminiscencia de la translocación de proteínas autofagosómicas inducida por la cloroquina de 
proteínas de fusión de OgLuc L27V-LC3 (SEQ ID NO: 592 y 593) usando sustrato PBI-3939 en dos muestras de 
células HeLa representativas. 45 
 

Tabla 47 - Lista de condiciones 
C1+A4E Sustituciones adicionales 

C1+A4E L92G      

C1+A4E L92Q      

C1+A4E L92S      

C1+A4E L92A      

C1+A4E L72Q      

C1+A4E I90T      

C1+A4E Q20R      

C1+A4E C164S      

C1+A4E M75K      

C1+A4E V79I      

C1+A4E F54I      

C1+A4E K89E      

C1+A4E I90V      

C1+A4E F77W F68S I90V    

C1+A4E F54I M75K     
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C1+A4E F54I M75K I90V    

C1+A4E F54I F68S M75K    

C1+A4E F54I I90V     

C1+A4E F54I      

C1+A4E F54T N135K I167V P104L D 139E  

C1+A4E V45E L34M G51V I99V I143L  

C1+A4E S28P L34M G51V I99V I143L F54T 

C1+A4E S28P L34M G51V I99V I143L F54T 

C1+A4E S28P      

 
Listado de secuencias 
 
LISTADO DE SECUENCIAS 
 5 
 SEQ ID NO: 1 (Proteína OgLuc madura natural) Oplophorus gracilirostris 
 

 
 
 SEQ ID NO: 2 (nucleótido C1A4E) 10 
 

 
 
 SEQ ID NO: 3 (proteína C1A4E) 
 15 

 
 
 SEQ ID NO: 4 (nucleótido QC27) 
 

 20 
 
 SEQ ID NO: 5 (proteína QC27) 
 

 
 25 
 SEQ ID NO: 6 (nucleótido QC27 9a) 
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 SEQ ID NO: 7 (proteína QC27 9a) 
 5 

 
 
 SEQ ID NO: 8 (nucleótido IVY) 
 

 10 
 
 SEQ ID NO: 9 (proteína IVY) 
 

 
 15 
 SEQ ID NO: 10 (nucleótido IVY+C1.3) 
 

 
 
 SEQ ID NO: 11 (proteína IVY+C1.3) 20 
 

 
 
 SEQ ID NO: 12 (nucleótido IVY C5.19) 
 25 
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 SEQ ID NO: 13 (proteína IVY C5.19) 
 

 5 
 
 SEQ ID NO: 14 (nucleótido IV) 
 

 
 10 
 SEQ ID NO: 15 (proteína IV) 
 

 
 
 SEQ ID NO: 16 (nucleótido 15C1) 15 
 

 
 
 SEQ ID NO: 17 (proteína 15C1) 
 20 

 
 
 SEQ ID NO: 18 (nucleótido 9B8) 
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 SEQ ID NO: 19 (proteína 9B8) 
 

 5 
 
 SEQ ID NO: 20 (nucleótido 9F6) 
 

 
 10 
 SEQ ID NO: 21 (proteína 9F6) 
 

 
 
 SEQ ID NO: 22 (nucleótido IV opt) 15 

 

 
 
 SEQ ID NO: 23 (nucleótido IV optB) 
 20 
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 SEQ ID NO: 24 (nucleótido 9B8 opt) 
 

 5 
 
 SEQ ID NO: 25 (nucleótido 9B8 optB) 
 

 
 10 
 SEQ ID NO: 26 (nucleótido 8A3) 
 

 
 
 SEQ ID NO: 27 (proteína 8A3) 15 

 

 
 
 SEQ ID NO: 28 (nucleótido Luc2) 
 20 
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 SEQ ID NO: 29 (proteína Luc2) 
 

 5 
 
 SEQ ID NO: 30 (nucleótido HRL (Renilla humanizada)) 
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 SEQ ID NO: 31 (proteína HRL (Renilla humanizada)) 
 

 5 
 
 SEQ ID NO: 32 (nucleótido de fusión tipo sándwich Id-HRL-HT7) 
 

 
 10 
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 SEQ ID NO: 33 (proteína de fusión tipo sándwich Id-HRL-HT7) 
 

 5 
 
 SEQ ID NO: 34 (nucleótido de fusión 8A3-HT7) 
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 SEQ ID NO: 35 (proteína de fusión 8A3-HT7) 
 

 5 
 
 SEQ ID NO: 36 (nucleótido de fusión 9B8-HT7) 
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 SEQ ID NO: 37 (proteína de fusión 9B8-HT7) 
 

 5 
 
 SEQ ID NO: 38 (nucleótido de fusión 9F6-HT7) 
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 SEQ ID NO: 39 ( proteína de fusión 9F6-HT7) 
 

 5 
 
 SEQ ID NO: 40 (nucleótido de fusión tipo sándwich Id-9B8 opt-HT7) 
 

 
 10 
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 SEQ ID NO: 41 (proteína de fusión tipo sándwich Id-9B8 opt-HT7) 
 

 5 
 
 SEQ ID NO: 42 (nucleótido 9B8 opt+K33N) 
 

 
 10 
 SEQ ID NO: 43 (proteína 9B8 opt+K33N) 
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 SEQ ID NO: 44 (nucleótido QC27-HT7) 
 

 5 
 
 SEQ ID NO: 45 (proteína QC27-HT7) 
 

 
 10 
 SEQ ID NO: 46 (8F2) 
 

 
 
 SEQ ID NO: 47 (proteína 8F2) 15 
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 SEQ ID NO: 48 (nucleótido IV-HT7) 
 5 

 
 
 SEQ ID NO: 49 (proteína IV-HT7) 
 

 10 
 
 SEQ ID NO: 50 (nucleótido 8F2-HT7) 
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 SEQ ID NO: 51 (proteína 8F2-HT7) 
 

 5 
 
 SEQ ID NO: 52 (nucleótido 15C1-HT7) 
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 SEQ ID NO: 53 (proteína 15C1-HT7) 
 

 5 
 
 SEQ ID NO: 54 (Péptido de señal de secreción OgLuc) Oplophorus gracilirostris 
 

 
 10 
 SEQ ID NO: 55 (nucleótido de fusión tipo sándwich Id-C1A4E-HT7) 
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 SEQ ID NO: 56 (proteína de fusión tipo sándwich Id-C1A4E-HT7) 
 

 5 
 

SEQ ID NO: 57 (nucleótido de fusión tipo sándwich Id-IV-HT7) 
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 SEQ ID NO: 58 (proteína de fusión tipo sándwich Id-IV-HT7) 
 

 5 
 
 SEQ ID NO: 59 (nucleótido de fusión tipo sándwich Id-9B8 opt+K33N-HT7) 
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 SEQ ID NO: 60 (proteína de fusión tipo sándwich Id-9B8 opt+K33N-HT7) 
 

 5 
 
 SEQ ID NO: 61 (nucleótido de fusión tipo sándwich Id-9B8-HT7) 
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 SEQ ID NO: 62 (proteína de fusión tipo sándwich Id-9B8-HT7) 
 

 5 
 
 SEQ ID NO: 63 (nucleótido de fusión tipo sándwich Id-9F6-HT7) 
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 SEQ ID NO: 64 (proteína de fusión tipo sándwich Id-9F6-HT7) 
 

 5 
 
 SEQ ID NO: 65 (nucleótido 9B8 opt-P) 
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 SEQ ID NO: 66 (2X ARE) 
 

 5 
 
 SEQ ID NO: 67 (HRE) 

 
 
 SEQ ID NO: 68 (nucleótido K33N+170G) 10 
 

 
 
 SEQ ID NO: 69 (proteína K33N+170G) 
 15 

 
 
 SEQ ID NO: 70 (nucleótido 27A5 (NF)) 
 

 20 
 
 SEQ ID NO: 71 (proteína 27A5 (NF)) 
 

 
 25 
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 SEQ ID NO: 72 (nucleótido 23D4 (NF)) 
 

 
 
 SEQ ID NO: 73 (proteína 23D4 (NF)) 5 
 

 
 
 SEQ ID NO: 74 (nucleótido 24C2 (NF)) 
 10 

 
 
 SEQ ID NO: 75 (proteína 24C2 (NF)) 
 

 15 
 
 SEQ ID NO: 76 (nucleótido de fusión tipo sándwich Id-23D4-HT7) 
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 SEQ ID NO: 77 (proteína de fusión tipo sándwich Id-23D4-HT7) 
 

 5 
 
 SEQ ID NO: 78 (nucleótido de fusión tipo sándwich Id-24C2-HT7) 
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 SEQ ID NO: 79 (proteína de fusión tipo sándwich Id-24C2-HT7) 
 

 5 
 
 SEQ ID NO: 80 (nucleótido 1F7 (NF)) 
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 SEQ ID NO: 81 (proteína 1F7 (NF)) 
 

 5 
 
 SEQ ID NO: 82 (nucleótido 15H1 (NF)) 
 

 
 10 
 SEQ ID NO: 83 (proteína 15H1 (NF)) 
 

 
 
 SEQ ID NO: 84 (nucleótido de fusión tipo sándwich Id-1F7-HT7) 15 
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 SEQ ID NO: 85 (proteína de fusión tipo sándwich Id-1F7-HT7) 
 

 5 
 
 SEQ ID NO: 86 (nucleótido de fusión tipo sándwich Id-15H1-HT7) 
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 SEQ ID NO: 87 (proteína de fusión tipo sándwich Id-15H1-HT7) 
 

 5 
 
 SEQ ID NO: 88 (nucleótido 9B8 opt+K33N+L27V+T39T+K43R+Y68D) 
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 SEQ ID NO: 89 (proteína 9B8 opt+K33N+L27V+T39T+K43R+Y68D) 
 

 5 
 
 SEQ ID NO: 90 (nucleótido de fusión tipo sándwich 9B8 opt+K33N+L27V+T39T+K43R+Y68D) 
 

 
 10 
 SEQ ID NO: 91 (proteína de fusión tipo sándwich 9B8 opt+K33N+L27V+T39T+K43R+Y68D) 
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 SEQ ID NO: 92 (nucleótido 9B8 opt+K33N+T39T+K43R+Y68D) 
 

 5 
 
 SEQ ID NO: 93 (proteína 9B8 opt+K33N+T39T+K43R+Y68D) 
 

 
 10 
 SEQ ID NO: 94 (nucleótido de fusión tipo sándwich 9B8 opt+K33N+T39T+K43R+Y68D) 
 

ES 2 567 410 T3

 



127 

 
 
 SEQ ID NO: 95 (proteína de fusión tipo sándwich 9B8 opt+K33N+T39T+K43R+Y68D) 
 

 5 
 
 SEQ ID NO: 96 (CRE) 
 

 
 10 
 SEQ ID NO: 97 (Nucleótido CP 84 sin enlazador) 
 

ES 2 567 410 T3

 



128 

 
 
 SEQ ID NO: 98 (Proteína CP 84 sin enlazador) 
 

 5 
 
 SEQ ID NO: 99 (Nucleótido CP 84 con enlazador de 5 aa) 
 

 
 10 
 SEQ ID NO: 100 (Proteína CP 84 con enlazador de 5 aa) 
 

 
 
 SEQ ID NO: 101 (Nucleótido CP 84 con enlazador de 10 aa) 15 
 

 
 
 SEQ ID NO: 102 (Proteína CP 84 con enlazador de 10 aa) 
 20 

 
 
 SEQ ID NO: 103 (Nucleótido CP 84 con enlazador de 20 aa) 
 

ES 2 567 410 T3

 



129 

 
 
 SEQ ID NO: 104 (Proteína CP 84 con enlazador de 20 aa) 
 

 5 
 
 SEQ ID NO: 105 (Nucleótido CP 95 sin enlazador) 
 

 
 10 
 SEQ ID NO: 106 (Proteína CP 95 sin enlazador) 
 

 
 
 SEQ ID NO: 107 (Nucleótido CP 95 con enlazador de 5 aa) 15 
 

 
 
 SEQ ID NO: 108 (Proteína CP 95 con enlazador de 5 aa) 
 20 

 
 
 SEQ ID NO: 109 (Nucleótido CP 95 con enlazador de 10 aa) 
 

ES 2 567 410 T3

 



130 

 
 
 SEQ ID NO: 110 (Proteína CP 95 con enlazador de 10 aa) 
 

 5 
 
 SEQ ID NO: 111 (Nucleótido CP 95 con enlazador de 20 aa) 
 

 
 10 
 SEQ ID NO: 112 (Proteína CP 95 con enlazador de 20 aa) 
 

 
 
 SEQ ID NO: 113 (Enlazador) 15 

 

 
 
 SEQ ID NO: 114 (L27V CP 5 TEV) 
 20 

 
 
 SEQ ID NO: 115 (L27V CP 5 TEV) 
 

ES 2 567 410 T3

 



131 

 
 
 SEQ ID NO: 116 (L27V CP 6 TEV) 
 

 5 
 
 SEQ ID NO: 117 (L27V CP 6 TEV) 
 

 
 10 
 SEQ ID NO: 118 (L27V CP 7 TEV) 
 

 
 
 SEQ ID NO: 119 (L27V CP 7 TEV) 15 
 

 
 
 SEQ ID NO: 120 (L27V CP 9 TEV) 
 20 

ES 2 567 410 T3

 



132 

 
 
 SEQ ID NO: 121 (L27V CP 9 TEV) 
 

 5 
 
 SEQ ID NO: 122 (L27V CP 11 TEV) 
 

 
 10 

 
 
 SEQ ID NO: 123 (L27V CP 11 TEV) 
 

 15 
 
 SEQ ID NO: 124 (L27V CP 12 TEV) 
 

 
 20 
 SEQ ID NO: 125 (L27V CP 12 TEV) 

ES 2 567 410 T3

 



133 

 

 
 
 SEQ ID NO: 126 (L27V CP 15 TEV) 
 5 

 
 
 SEQ ID NO: 127 (L27V CP 15 TEV) 
 

 10 
 
 SEQ ID NO: 128 (L27V CP 18 TEV) 
 

 
 15 
 SEQ ID NO: 129 (L27V CP 18 TEV) 
 

 
 
 SEQ ID NO: 130 (L27V CP 21 TEV) 20 
 

ES 2 567 410 T3

 



134 

 
 
 SEQ ID NO: 131 (L27V CP 21 TEV) 
 

 5 
 
 SEQ ID NO: 132 (L27V CP 24 TEV) 
 

 
 10 
 SEQ ID NO: 133 (L27V CP 24 TEV) 
 

 
 
 SEQ ID NO: 134 (L27V CP 27 TEV) 15 
 

 
 
 SEQ ID NO: 135 (L27V CP 27 TEV) 
 20 

ES 2 567 410 T3

 



135 

 
 
 SEQ ID NO: 136 (L27V CP 34 TEV) 
 

 5 
 
 SEQ ID NO: 137 (L27V CP 34 TEV) 
 

 
 10 
 SEQ ID NO: 138 (L27V CP 40 TEV) 
 

 
 
 SEQ ID NO: 139 (L27V CP 40 TEV) 15 
 

 
 
 SEQ ID NO: 140 (L27V CP 43 TEV) 
 20 

ES 2 567 410 T3

 



136 

 
 
 SEQ ID NO: 141 (L27V CP 43 TEV) 
 

 5 
 
 SEQ ID NO: 142 (L27V CP 44 TEV) 
 

 
 10 
 SEQ ID NO: 143 (L27V CP 44 TEV) 
 

 
 
 SEQ ID NO: 144 (L27V CP 45 TEV) 15 
 

 
 
 SEQ ID NO: 145 (L27V CP 45 TEV) 

ES 2 567 410 T3

 



137 

 

 
 
 SEQ ID NO: 146 (L27V CP 46 TEV) 
 5 

 
 
 SEQ ID NO: 147 (L27V CP 46 TEV) 
 

 10 
 
 SEQ ID NO: 148 (L27V CP 47 TEV) 
 

 
 15 
 SEQ ID NO: 149 (L27V CP 47 TEV) 
 

 
 
 SEQ ID NO: 150 (L27V CP 48 TEV) 20 

 

ES 2 567 410 T3

 



138 

 
 
 SEQ ID NO: 151 (L27V CP 48 TEV) 
 

 5 
 
 SEQ ID NO: 152 (L27V CP 49 TEV) 
 

 
 10 
 SEQ ID NO: 153 (L27V CP 49 TEV) 
 

 
 
 SEQ ID NO: 154 (L27V CP 50 TEV) 15 

 

 
 

 
 20 
 SEQ ID NO: 155 (L27V CP 50 TEV) 

ES 2 567 410 T3

 



139 

 

 
 
 SEQ ID NO: 156 (L27V CP 51 TEV) 
 5 

 
 
 SEQ ID NO: 157 (L27V CP 51 TEV) 
 

 10 
 
 SEQ ID NO: 158 (L27V CP 52 TEV) 
 

 
 15 
 SEQ ID NO: 159 (L27V CP 52 TEV) 
 

 
 
 SEQ ID NO: 160 (L27V CP 53 TEV) 20 
 

ES 2 567 410 T3

 



140 

 
 
 SEQ ID NO: 161 (L27V CP 53 TEV) 
 

 5 
 
 SEQ ID NO: 162 (L27V CP 54 TEV) 
 

 
 10 
 SEQ ID NO: 163 (L27V CP 54 TEV) 
 

 
 
 SEQ ID NO: 164 (L27V CP 55 TEV) 15 
 

 
 
 SEQ ID NO: 165 (L27V CP 55 TEV) 
 20 

ES 2 567 410 T3

 



141 

 
 
 SEQ ID NO: 166 (L27V CP 56 TEV) 
 

 5 
 
 SEQ ID NO: 167 (L27V CP 56 TEV) 
 

 
 10 
 SEQ ID NO: 168 (L27V CP 58 TEV) 
 

 
 
 SEQ ID NO: 169 (L27V CP 58 TEV) 15 
 

 
 
 SEQ ID NO: 170 (L27V CP 64 TEV) 
 20 

ES 2 567 410 T3

 



142 

 
 
 SEQ ID NO: 171 (L27V CP 64 TEV) 
 

 5 
 
 SEQ ID NO: 172 (L27V CP 67 TEV) 
 

 
 10 
 SEQ ID NO: 173 (L27V CP 67 TEV) 
 

 
 
 SEQ ID NO: 174 (L27V CP 70 TEV) 15 
 

 
 
 SEQ ID NO: 175 (L27V CP 70 TEV) 
 20 

ES 2 567 410 T3

 



143 

 
 
 SEQ ID NO: 176 (L27V CP 73 TEV) 
 

 5 
 
 SEQ ID NO: 177 (L27V CP 73 TEV) 
 

 
 10 
 SEQ ID NO: 178 (L27V CP 76 TEV) 
 

 
 
 SEQ ID NO: 179 (L27V CP 76 TEV) 15 
 

 
 
 SEQ ID NO: 180 (L27V CP 79 TEV) 
 20 

ES 2 567 410 T3

 



144 

 
 
 SEQ ID NO: 181 (L27V CP 79 TEV) 
 

 5 
 
 SEQ ID NO: 182 (L27V CP 80 TEV) 
 

 
 10 
 SEQ ID NO: 183 (L27V CP 80 TEV) 
 

 
 
 SEQ ID NO: 184 (L27V CP 81 TEV) 15 
 

 
 
 SEQ ID NO: 185 (L27V CP 81 TEV) 
 20 

ES 2 567 410 T3

 



145 

 
 
 SEQ ID NO: 186 (L27V CP 82 TEV) 
 

 5 
 
 SEQ ID NO: 187 (L27V CP 82 TEV) 
 

 
 10 
 SEQ ID NO: 188 (L27V CP 83 TEV) 
 

 
 
 SEQ ID NO: 189 (L27V CP 83 TEV) 15 
 

 
 
 SEQ ID NO: 190 (L27V CP 84 TEV) 
 20 

ES 2 567 410 T3

 



146 

 
 
 SEQ ID NO: 191 (L27V CP 84 TEV) 
 

 5 
 
 SEQ ID NO: 192 (L27V CP 85 TEV) 
 

 
 10 

 
 
 SEQ ID NO: 193 (L27V CP 85 TEV) 
 

 15 
 
 SEQ ID NO: 194 (L27V CP 86 TEV) 
 

 
 20 

ES 2 567 410 T3

 



147 

 SEQ ID NO: 195 (L27V CP 86 TEV) 
 

 
 
 SEQ ID NO: 196 (L27V CP 87 TEV) 5 
 

 
 
 SEQ ID NO: 197 (L27V CP 87 TEV) 
 10 

 
 
 SEQ ID NO: 198 (L27V CP 88 TEV) 
 

 15 
 
 SEQ ID NO: 199 (L27V CP 88 TEV) 
 

 
 20 
 SEQ ID NO: 200 (L27V CP 91 TEV) 
 

ES 2 567 410 T3

 



148 

 
 
 SEQ ID NO: 201 (L27V CP 91 TEV) 
 

 5 
 
 SEQ ID NO: 202 (L27V CP 94 TEV) 
 

 
 10 
 SEQ ID NO: 203 (L27V CP 94 TEV) 
 

 
 
 SEQ ID NO: 204 (L27V CP 95 TEV) 15 
 

 
 
 SEQ ID NO: 205 (L27V CP 95 TEV) 
 20 

ES 2 567 410 T3

 



149 

 
 
 SEQ ID NO: 206 (L27V CP 97 TEV) 
 

 5 
 
 SEQ ID NO: 207 (L27V CP 97 TEV) 
 

 
 10 
 SEQ ID NO: 208 (L27V CP 100 TEV) 
 

 
 
 SEQ ID NO: 209 (L27V CP 100 TEV) 15 

 

 
 
 SEQ ID NO: 210 (L27V CP 101 TEV) 
 20 

ES 2 567 410 T3

 



150 

 
 
 SEQ ID NO: 211 (L27V CP 101 TEV) 
 

 5 
 
 SEQ ID NO: 212 (L27V CP 102 TEV) 
 

 
 10 
 SEQ ID NO: 213 (L27V CP 102 TEV) 
 

 
 
 SEQ ID NO: 214 (L27V CP 103 TEV) 15 

 

 
 
 SEQ ID NO: 215 (L27V CP 103 TEV) 
 20 

ES 2 567 410 T3

 



151 

 
 
 SEQ ID NO: 216 (L27V CP 104 TEV) 
 

 5 
 
 SEQ ID NO: 217 (L27V CP 104 TEV) 
 

 
 10 
 SEQ ID NO: 218 (L27V CP 105 TEV) 
 

 
 
 SEQ ID NO: 219 (L27V CP 105 TEV) 15 

 

 
 
 SEQ ID NO: 220 (L27V CP 106 TEV) 
 20 

ES 2 567 410 T3

 



152 

 
 
 SEQ ID NO: 221 (L27V CP 106 TEV) 
 

 5 
 
 SEQ ID NO: 222 (L27V CP 109 TEV) 
 

 
 10 
 SEQ ID NO: 223 (L27V CP 109 TEV) 
 

 
 
 SEQ ID NO: 224 (L27V CP 112 TEV) 15 

 

 
 
 SEQ ID NO: 225 (L27V CP 112 TEV) 
 20 

ES 2 567 410 T3

 



153 

 
 
 SEQ ID NO: 226 (L27V CP 115 TEV) 
 

 5 
 
 SEQ ID NO: 227 (L27V CP 115 TEV) 
 

 
 10 
 SEQ ID NO: 228 (L27V CP 120 TEV) 
 

 
 
 SEQ ID NO: 229 (L27V CP 120 TEV) 15 
 

 
 
 SEQ ID NO: 230 (L27V CP 121 TEV) 
 20 

 

ES 2 567 410 T3

 



154 

 

 
 
 SEQ ID NO: 231 (L27V CP 121 TEV) 
 5 

 
 
 SEQ ID NO: 232 (L27V CP 123 TEV) 
 

 10 
 
 SEQ ID NO: 233 (L27V CP 123 TEV) 
 

 
 15 
 SEQ ID NO: 234 (L27V CP 124 TEV) 
 

 
 
 SEQ ID NO: 235 (L27V CP 124 TEV) 20 
 

 
 
 SEQ ID NO: 236 (L27V CP 125 TEV) 

ES 2 567 410 T3

 



155 

 

 
 
 SEQ ID NO: 237 (L27V CP 125 TEV) 
 5 

 
 
 SEQ ID NO: 238 (L27V CP 129 TEV) 
 

 10 
 
 SEQ ID NO: 239 (L27V CP 129 TEV) 
 

 
 15 
 SEQ ID NO: 240 (L27V CP 130 TEV) 
 

 
 
 SEQ ID NO: 241 (L27V CP 130 TEV) 20 

ES 2 567 410 T3

 



156 

 

 
 
 SEQ ID NO: 242 (L27V CP 131 TEV) 
 5 

 
 
 SEQ ID NO: 243 (L27V CP 131 TEV) 
 

 10 
 
 SEQ ID NO: 244 (L27V CP 133 TEV) 
 

 
 15 
 SEQ ID NO: 245 (L27V CP 133 TEV) 
 

 
 
 SEQ ID NO: 246 (L27V CP 136 TEV) 20 
 

ES 2 567 410 T3

 



157 

 
 
 SEQ ID NO: 247 (L27V CP 136 TEV) 
 

 5 
 
 SEQ ID NO: 248 (L27V CP 139 TEV) 
 

 
 10 
 SEQ ID NO: 249 (L27V CP 139 TEV) 
 

 
 
 SEQ ID NO: 250 (L27V CP 140 TEV) 15 
 

 
 
 SEQ ID NO: 251 (L27V CP 140 TEV) 
 20 

ES 2 567 410 T3

 



158 

 
 
 SEQ ID NO: 252 (L27V CP 141 TEV) 
 

 5 
 
 SEQ ID NO: 253 (L27V CP 141 TEV) 
 

 
 10 
 SEQ ID NO: 254 (L27V CP 142 TEV) 
 

 
 
 SEQ ID NO: 255 (L27V CP 142 TEV) 15 
 

 
 
 SEQ ID NO: 256 (L27V CP 143 TEV) 
 20 

ES 2 567 410 T3

 



159 

 
 
 SEQ ID NO: 257 (L27V CP 143 TEV) 
 

 5 
 
 SEQ ID NO: 258 (L27V CP 144 TEV) 
 

 
 10 
 SEQ ID NO: 259 (L27V CP 144 TEV) 
 

 
 
 SEQ ID NO: 260 (L27V CP 145 TEV) 15 
 

 
 

ES 2 567 410 T3

 



160 

 SEQ ID NO: 261 (L27V CP 145 TEV) 
 

 
 
 SEQ ID NO: 262 (L27V CP 146 TEV) 5 
 

 
 
 SEQ ID NO: 263 (L27V CP 146 TEV) 
 10 

 
 
 SEQ ID NO: 264 (L27V CP 147 TEV) 
 

 15 
 
 SEQ ID NO: 265 (L27V CP 147 TEV) 
 

 
 20 
 SEQ ID NO: 266 (L27V CP 148 TEV) 
 

ES 2 567 410 T3

 



161 

 
 
 SEQ ID NO: 267 (L27V CP 148 TEV) 
 

 5 
 
 SEQ ID NO: 268 (L27V CP 149 TEV) 
 

 
 10 

 
 
 SEQ ID NO: 269 (L27V CP 149 TEV) 
 

 15 
 
 SEQ ID NO: 270 (L27V CP 150 TEV) 
 

 
 20 
 SEQ ID NO: 271 (L27V CP 150 TEV) 

ES 2 567 410 T3

 



162 

 

 
 
 SEQ ID NO: 272 (L27V CP 151 TEV) 
 5 

 
 
 SEQ ID NO: 273 (L27V CP 151 TEV) 
 

 10 
 
 SEQ ID NO: 274 (L27V CP 154 TEV) 
 

 
 15 
 SEQ ID NO: 275 (L27V CP 154 TEV) 
 

 
 
 SEQ ID NO: 276 (L27V CP 156 TEV) 20 
 

ES 2 567 410 T3

 



163 

 
 
 SEQ ID NO: 277 (L27V CP 156 TEV) 
 

 5 
 
 SEQ ID NO: 278 (L27V CP 157 TEV) 
 

 
 10 
 SEQ ID NO: 279 (L27V CP 157 TEV) 
 

 
 
 SEQ ID NO: 280 (L27V CP 158 TEV) 15 
 

 
 
 SEQ ID NO: 281 (L27V CP 158 TEV) 
 20 

ES 2 567 410 T3

 



164 

 
 
 SEQ ID NO: 282 (L27V CP 160 TEV) 
 

 5 
 
 SEQ ID NO: 283 (L27V CP 160 TEV) 
 

 
 10 
 SEQ ID NO: 284 (L27V CP 163 TEV) 
 

 
 
 SEQ ID NO: 285 (L27V CP 163 TEV) 15 
 

 
 
 SEQ ID NO: 286 (L27V CP 166 TEV) 
 20 

ES 2 567 410 T3

 



165 

 
 
 SEQ ID NO: 287 (L27V CP 166 TEV) 
 

 5 
 
 SEQ ID NO: 288 (pCA 9 FKBP-L27V02A 157-169) 
 

 
 10 
 SEQ ID NO: 289 (pCA 9 FKBP-L27V02A 157-169) 
 

 
 
 SEQ ID NO: 290 (pCA 10 L27V02A 1-156-FRB) 15 

 

 
 
 SEQ ID NO: 291 (pCA 10 L27V02A 1-156-FRB) 
 20 

ES 2 567 410 T3

 



166 

 
 
 SEQ ID NO: 292 (pCA 26 FKBP-L27V02A 1-156) 
 

 5 
 
 SEQ ID NO: 293 (pCA 26 FKBP-L27V02A 1-156) 
 

 
 10 
 SEQ ID NO: 294 (pCA 25 L27V02A 157-169-FRB) 
 

 
 
 SEQ ID NO: 295 (pCA 25 L27V02A 157-169-FRB) 15 
 

 
 
 SEQ ID NO: 296 (pCA 3 FKBP-L27V02A 103-169) 
 20 

ES 2 567 410 T3

 



167 

 
 
 SEQ ID NO: 297 (pCA 3 FKBP-L27V02A 103-169) 
 

 5 
 
 SEQ ID NO: 298 (pCA 4 L27V02A 1-102-FRB) 
 

 
 10 
 SEQ ID NO: 299 (pCA 4 L27V02A 1-102-FRB) 
 

 
 
 SEQ ID NO: 300 (pCA 19 L27V02A 103-169-FRB) 15 
 

 
 
 SEQ ID NO: 301 (pCA 19 L27V02A 103-169-FRB) 
 20 

 
 

ES 2 567 410 T3

 



168 

 SEQ ID NO: 302 (pCA 20 FKBP-L27V02A 1-102) 
 

 
 
 SEQ ID NO: 303 (pCA 20 FKBP-L27V02A 1-102) 5 
 

 
 
 SEQ ID NO: 304 (pCA 11 FKBP-L27V02A 84-169) 
 10 

 
 
 SEQ ID NO: 305 (pCA 11 FKBP-L27V02A 84-169) 
 

 15 
 
 SEQ ID NO: 306 (pCA 12 L27V02A 1-83-FRB) 
 

 
 20 
 SEQ ID NO: 307 (pCA 12 L27V02A 1-83-FRB) 
 

ES 2 567 410 T3

 



169 

 
 
 SEQ ID NO: 308 (pCA 14 L27V02A 1-83 (no fusión)) 
 

 5 
 
 SEQ ID NO: 309 (pCA 14 L27V02A 1-83 (no fusión)) 
 

 
 10 
 SEQ ID NO: 310 (pCA 13 L27V02A 84-169 (no fusión)) 
 

 
 
 SEQ ID NO: 311 (pCA 13 L27V02A 84-169 (no fusión)) 15 

 

 
 
 SEQ ID NO: 312 (pCA 28 FKBP 1-83) 
 20 

 
 
 SEQ ID NO: 313 (pCA 28 FKBP 1-83) 
 

 25 
 
 SEQ ID NO: 314 (pCA 27 L27V02A 84-169 FRB) 
 

ES 2 567 410 T3

 



170 

 
 
 SEQ ID NO: 315 (pCA 27 L27V02A 84-169 FRB) 
 

 5 
 
 SEQ ID NO: 316 (HT7-Keap1) 
 

ES 2 567 410 T3

 



171 

 
 
 SEQ ID NO: 317 (Nrf2) 
 

ES 2 567 410 T3

 



172 

 
 

ES 2 567 410 T3

 



173 

 
 
 SEQ ID NO: 318 (L27V02B) 
 

 5 
 
 SEQ ID NO: 319 (L27V01) 
 

ES 2 567 410 T3

 



174 

 
 
 SEQ ID NO: 320 (L27V01-PEST00) 
 

 5 
 
 SEQ ID NO: 321 (IL601-L27V01) 
 

 
 10 
 SEQ ID NO: 322 (L27V02A) 
 

 
 
 SEQ ID NO: 323 (L27V02A-PEST01) 15 

 

ES 2 567 410 T3

 



175 

 
 
 SEQ ID NO: 324 (IL601-L27V02A) 
 

 5 
 
 SEQ ID NO: 325 (L27V03) 
 

 
 10 
 SEQ ID NO: 326 (L27V03-PEST02) 
 

 
 
 SEQ ID NO: 327 (IL602-L27V03) 15 

ES 2 567 410 T3

 



176 

 

 
 
 SEQ ID NO: 328 (Enlazador) 

 5 
 
 SEQ ID NO: 329 (Secuencia de consenso de FABP) 
 

 
 10 
 SEQ ID NO: 330 (Secuencia de consenso de OGLUC) 
 

 
 
 SEQ ID NO: 331 (9B8 PCA1 (pF5A/Met-[9B8 opt (51-169)]-GGGGSGGGSS-FRB) 15 
 

 
 

 
 20 
 SEQ ID NO: 332 (9B8 PCA1 (pF5A/Met-[9B8 opt (51-169)]-GGGGSGGGSS-FRB) 
 

 
 
 SEQ ID NO: 333 (9B8 PCA2 (pF5A/[9B8 opt (1-50)]-GGGGSGGGSS-FRB) 25 

 

ES 2 567 410 T3

 



177 

 
 
 SEQ ID NO: 334 (9B8 PCA2 (pF5A/[9B8 opt (1-50)]-GGGGSGGGSS-FRB) 
 

 5 
 
 SEQ ID NO: 335 (9B8 PCA 3 (& pF5A/FKBP-GGGSSGGGSG-[9B8 opt (51-169) 
 

 
 10 
 SEQ ID NO: 336 (9B8 PCA 3 (& pF5A/FKBP-GGGSSGGGSG-[9B8 opt (51-169) 
 

 
 
 SEQ ID NO: 337 (9B8 PCA 4 (pF5A/FKBP-GGGSSGGGSG-[9B8 opt (1-50) 15 
 

 
 
 SEQ ID NO: 338 (9B8 PCA 4 (pF5A/FKBP-GGGSSGGGSG-[9B8 opt (1-50) 
 20 

 

ES 2 567 410 T3

 



178 

 
 SEQ ID NO: 339 (K33N+L27V+K43R+Y68D) 
 

 
 5 
 SEQ ID NO: 340 (K33N+L27V+K43R+Y68D) 
 

 
 
 SEQ ID NO: 341 (K33N+ L27V+T39T+K43R+S66N) 10 
 

 
 
 SEQ ID NO: 342 (K33N+ L27V+T39T+K43R+S66N) 
 15 

 
 
 SEQ ID NO: 343 (pCA 31 pCA L27V02A 45-169 FRB) 
 

 20 
 
 SEQ ID NO: 344 (pCA 31 pCA L27V02A 45-169 FRB) 
 

ES 2 567 410 T3

 



179 

 
 
 SEQ ID NO: 345 (pCA 32 FKBP L27V02A 1-44) 
 

 5 
 
 SEQ ID NO: 346 (pCA 32 FKBP L27V02A 1-44) 
 

 
 10 
 SEQ ID NO: 347 (pCA 33 pCA L27V02A 46-169 FRB) 
 

 
 
 SEQ ID NO: 348 (pCA 33 pCA L27V02A 46-169 FRB) 15 

 

 
 
 SEQ ID NO: 349 (pCA 34 pCA FKBP 1-45 L27V02A) 
 20 

 

ES 2 567 410 T3

 



180 

 
 SEQ ID NO: 350 (pCA 34 pCA FKBP 1-45 L27V02A) 
 

 
 5 
 SEQ ID NO: 351 (pCA 35 pCA L27V02A 100-169 FRB) 
 

 
 
 SEQ ID NO: 352 (pCA 35 pCA L27V02A 100-169 FRB) 10 
 

 
 
 SEQ ID NO: 353 (pCA 36 FKBP L27V02A 1-99) 
 15 

 
 
 SEQ ID NO: 354 (pCA 36 FKBP L27V02A 1-99) 
 

 20 
 
 SEQ ID NO: 355 (pCA 37 L27V02A 101-169 FRB) 
 

ES 2 567 410 T3

 



181 

 
 
 SEQ ID NO: 356 (pCA 37 L27V02A 101-169 FRB) 
 

 5 
 
 SEQ ID NO: 357 (pCA 38 FKBP 1-100 L27V02A) 
 

 
 10 
 SEQ ID NO: 358 (pCA 38 FKBP 1-100 L27V02A) 
 

 
 
 SEQ ID NO: 359 (pCA 39 L27V02A 102-169 FRB) 15 
 

 
 
 SEQ ID NO: 360 (pCA 39 L27V02A 102-169 FRB) 
 20 

 

ES 2 567 410 T3

 



182 

 
 SEQ ID NO: 361 (pCA 40 FKBP L27V02A 1-101) 
 

 
 5 
 SEQ ID NO: 362 (pCA 40 FKBP L27V02A 1-101) 
 

 
 
 SEQ ID NO: 363 (pCA 41 L27V02A 143-169 FRB) 10 
 

 
 
 SEQ ID NO: 364 (pCA 41 L27V02A 143-169 FRB) 
 15 

 
 
 SEQ ID NO: 365 (pCA 42 FKBP 1-142 L27V02A) 
 

 20 

ES 2 567 410 T3

 



183 

 
 SEQ ID NO: 366 (pCA 42 FKBP 1-142 L27V02A) 
 

 
 5 
 SEQ ID NO: 367 (pCA 43 L27V02A 145-169 FRB) 
 

 
 
 SEQ ID NO: 368 (pCA 43 L27V02A 145-169 FRB) 10 
 

 
 
 SEQ ID NO: 369 (pCA 44 FKBP 1-144 L27V02A) 
 15 

 
 
 SEQ ID NO: 370 (pCA 44 FKBP 1-144 L27V02A) 
 

 20 
 
 SEQ ID NO: 371 (pCA 45 L27V02A 147-169 FRB) 
 

ES 2 567 410 T3

 



184 

 
 
 SEQ ID NO: 372 (pCA 45 L27V02A 147-169 FRB) 
 

 5 
 
 SEQ ID NO: 373 (pCA 46 FKBP- L27V02A 1-146) 
 

 
 10 
 SEQ ID NO: 374 (pCA 46 L27V02A-FKBP 1-146) 
 

 
 
 SEQ ID NO: 375 (pCA 47 L27V02A 148-169 FRB) 15 
 

 
 
 SEQ ID NO: 376 (pCA 47 L27V02A 148-169 FRB) 
 20 

 
 
 SEQ ID NO: 377 (pCA 48 FKBP- L27V02A 1-147) 
 

ES 2 567 410 T3

 



185 

 
 
 SEQ ID NO: 378 (pCA 48 FKBP- L27V02A 1-147) 
 

 5 
 
 SEQ ID NO: 379 (pCA 49 L27V02A 156-169 FRB) 
 

 
 10 
 SEQ ID NO: 380 (pCA 49 L27V02A 156-169 FRB) 
 

 
 
 SEQ ID NO: 381 (pCA 50 FKBP-L27V02A 1-155) 15 
 

 
 
 SEQ ID NO: 382 (pCA 50 FKBP-L27V02A 1-155) 
 20 

ES 2 567 410 T3

 



186 

 
 
 SEQ ID NO: 383 (pCA 51 L27V02A 158-169 FRB) 
 

 5 
 
 SEQ ID NO: 384 (pCA 51 L27V02A 158-169 FRB) 
 

 
 10 
 SEQ ID NO: 385 (pCA 52 FKBP 1-157 L27V02A) 
 

 
 
 SEQ ID NO: 386 (pCA 52 FKBP 1-157 L27V02A) 15 
 

 
 
 SEQ ID NO: 387 (pCA 53 L27V02A 166-169 FRB) 
 20 

 
 

ES 2 567 410 T3

 



187 

 SEQ ID NO: 388 (pCA 53 L27V02A 166-169 FRB) 
 

 
 
 SEQ ID NO: 389 (pCA 54 FKBP L27V02A 1-165) 5 

 

 
 
 SEQ ID NO: 390 (pCA 54 FKBP L27V02A 1-165) 
 10 

 
 
 SEQ ID NO: 391 (pCA 55 FKBP L27V02A 1-47) 
 

 15 
 
 SEQ ID NO: 392 (pCA 55 FKBP L27V02A 1-47) 
 

 
 20 
 SEQ ID NO: 393 (pCA 56 L27V02A 48-169-FRB) 
 

ES 2 567 410 T3

 



188 

 
 
 SEQ ID NO: 394 (pCA 56 L27V02A 48-169-FRB) 
 

 5 
 
 SEQ ID NO: 395 (pCA 57 FKBP L27V02A 1-49) 
 

 
 10 
 SEQ ID NO: 396 (pCA 57 FKBP L27V02A 1-49) 
 

 
 
 SEQ ID NO: 397 (pCA 58 pCA L27V02A 50-169 FRB) 15 
 

 
 
 SEQ ID NO: 398 (pCA 58 pCA L27V02A 50-169 FRB) 
 20 

ES 2 567 410 T3

 



189 

 
 
 SEQ ID NO: 399 (pCA 59 FKBP L27V02A 1-82) 
 

 5 
 
 SEQ ID NO: 400 (pCA 59 FKBP L27V02A 1-82) 
 

 
 10 
 SEQ ID NO: 401 (pCA 60 L27V02A 83-169-FRB) 
 

 
 
 SEQ ID NO: 402 (pCA 60 L27V02A 83-16-FRB) 15 
 

 
 
 SEQ ID NO: 403 (pCA 61 FKBP L27V02A 1-84) 
 20 

ES 2 567 410 T3

 



190 

 
 
 SEQ ID NO: 404 (pCA 61 FKBP L27V02A 1-84) 
 

 5 
 
 SEQ ID NO: 405 (pCA 62 L27V02A 85-169-FRB) 
 

 
 10 
 SEQ ID NO: 406 (pCA 62 L27V02A 85-169-FRB) 
 

 
 
 SEQ ID NO: 407 (pCA 63 FKBP L27V02A 1-122) 15 
 

 
 
 SEQ ID NO: 408 (pCA 63 FKBP L27V02A 1-122) 
 20 

ES 2 567 410 T3

 



191 

 
 
 SEQ ID NO: 409 (pCA 64 L27V02A 123-169-FRB) 
 

 5 
 
 SEQ ID NO: 410 (pCA 64 L27V02A 123-169-FRB) 
 

 
 10 
 SEQ ID NO: 411 (pCA 65 FKBP L27V02A 1-123) 
 

 
 

 15 
 
 SEQ ID NO: 412 (pCA 65 FKBP L27V02A 1-123) 
 

 
 20 
 SEQ ID NO: 413 (pCA 66 L27V02A 124-169 FRB) 
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 SEQ ID NO: 414 (pCA 66 L27V02A 124-169 FRB) 
 

 5 
 
 SEQ ID NO: 415 (pCA 67 L27V02A 1-168) 
 

 
 10 
 SEQ ID NO: 416 (pCA 67 L27V02A 1-168) 
 

 
 
 SEQ ID NO: 417 (pCA 67 L27V02A 1-168) 15 
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 SEQ ID NO: 418 (*pCA 68 L27V02A 169 FRB) 
 

 5 
 
 SEQ ID NO: 419 (*pCA 68 L27V02A 169 FRB) 
 

 
 10 
 SEQ ID NO: 420 (pCA 69 FKBP L27V02A 1-166) 
 

 
 
 SEQ ID NO: 421 (pCA 69 FKBP L27V02A 1-166) 15 
 

 
 
 SEQ ID NO: 422 (*pCA 70 L27V02A 167-169 FRB) 
 20 

 
 
 SEQ ID NO: 423 (*pCA 70 L27V02A 167-169 FRB 
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 SEQ ID NO: 424 (pCA 71 FKBP L27V02A 1-164) 
 

 5 
 
 SEQ ID NO: 425 (pCA 71 FKBP L27V02A 1-164) 
 

 
 10 
 SEQ ID NO: 426 (pCA 72 L27V02A 165-169 FRB) 
 

 
 
 SEQ ID NO: 427 (secuencia patrón) 15 

 

 
 
 SEQ ID NO: 428 (pCA 72 L27V02A 165-169 FRB) 
 20 

 
 
 SEQ ID NO: 429 (pCA 73 FKBP L27V02A 1-162) 
 

 25 
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 SEQ ID NO: 430 (pCA 73 FKBP L27V02A 1-162) 
 

 5 
 
 SEQ ID NO: 431 (pCA 74 L27V02A 163-169 FRB) 
 

 
 10 
 SEQ ID NO: 432 (pCA 74 L27V02A 163-169 FRB) 
 

 
 
 SEQ ID NO: 433 (pCA 75 FKBP L27V02A 1-160) 15 
 

 
 
 SEQ ID NO: 434 (pCA 75 FKBP L27V02A 1-160) 
 20 
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 SEQ ID NO: 435 (pCA 76 L27V02A 161-169 FRB) 
 

 5 
 
 SEQ ID NO: 436 (pCA 76 L27V02A 161-169 FRB) 
 

 
 10 
 SEQ ID NO: 437 (pCA 77 FKBP L27V02A 1-158) 
 

 
 
 SEQ ID NO: 438 (pCA 77 FKBP L27V02A 1-158) 15 
 

 
 
 SEQ ID NO: 439 (pCA 78 L27V02A 159-169 FRB) 
 20 

 
 
 SEQ ID NO: 440 (pCA 78 L27V02A 159-169 FRB) 
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 SEQ ID NO: 441 RIIbB (Secuencia de nt) 
 5 

 
 
 SEQ ID NO: 442 RIIbB (secuencia de aa) 
 

 10 
 
 SEQ ID NO: 443 (L27V CP 13 TEV) 
 

 
 15 
 SEQ ID NO: 444 (L27V CP 13 TEV) 
 

 
 
 SEQ ID NO: 445 (L27V CP 57 TEV) 20 
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 SEQ ID NO: 446 (L27V CP 57 TEV) 
 

 5 
 
 SEQ ID NO: 447 (L27V CP 98 TEV) 
 

 
 10 
 SEQ ID NO: 448 (L27V CP 98 TEV) 
 

 
 
 SEQ ID NO: 449 (Proteína humana quinasa C alfa (PKCa) (Secuencia de nt) 15 
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 SEQ ID NO: 450 (Proteína humana quinasa C alfa (PKCa) (secuencia de aa) 
 

 5 
 
 SEQ ID NO: 451 (Receptor de glucocorticoides humano (GR) (secuencia de nt) 
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 SEQ ID NO: 452 (Receptor de glucocorticoides humano (GR) (secuencia de aa) 
 

 5 
 

 
 
 SEQ ID NO: 453 (enlazador L27V02-GR/L27V02-PKCa (secuencia de nt) 
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 SEQ ID NO: 454 (enlazador L27V02-GR/L27V02-PKCa (secuencia de aa) 

 
 5 
 SEQ ID NO: 455 (enlazador GR-L27V02/PKCa-L27V02 (secuencia de nt) 

 
 
 SEQ ID NO: 456 (enlazador GR-L27V02/PKCa-L27V02 (secuencia de aa) 

 10 
 
 SEQ ID NO: 457 (enlazador GSSG (secuencia de nt) 

 
 
 SEQ ID NO: 458 (enlazador GSSG (secuencia de aa) 15 

 
 
 SEQ ID NO: 459 (AT1R (secuencia de nt) 
 

 20 
 
 SEQ ID NO: 460 (AT1R (secuencia de aa) 
 

 
 25 
 SEQ ID NO: 461 (péptido señal IL6-00 (secuencia de nt) 
 

 
 
 SEQ ID NO: 462 (péptido señal IL6-00 (secuencia de aa) 30 
 

 
 
 SEQ ID NO: 463 (IL6-00 L27V-00 (secuencia de nt) 
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 SEQ ID NO: 464 (IL6-00 L27V-00 (secuencia de aa) 
 5 

 
 
 SEQ ID NO: 465 (Señal de secreción natural + L27V (secuencia de nt) 
 

 10 
 
 SEQ ID NO: 466 (Señal de secreción natural + L27V (secuencia de aa) 
 

 
 15 
 SEQ ID NO: 467 (CP 6 L27V (RIIbB) (secuencia de nt) (secuencia de nt) 
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 SEQ ID NO: 468 (CP 6 L27V (RIIbB) (secuencia de aa) 
 

 5 
 
 SEQ ID NO: 469 (CP 12 L27V (RIIbB) (secuencia de nt) (secuencia de nt) 
 

 
 10 
 SEQ ID NO: 470 (CP 12 L27V (RIIbB) (secuencia de aa) 
 

 

ES 2 567 410 T3

 



204 

 
 SEQ ID NO: 471 (CP 48 L27V (RIIbB) (secuencia de nt) 
 

 
 5 
 SEQ ID NO: 472 (CP 48 L27V (RIIbB) (secuencia de aa) 
 

 
 
 SEQ ID NO: 473 (CP 52 L27V (RIIbB) (secuencia de nt) 10 
 

 
 
 SEQ ID NO: 474 (CP 52 L27V (RIIbB) (secuencia de aa) 
 15 
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 SEQ ID NO: 475 (CP 55 L27V (RIIbB) (secuencia de nt) 
 

 5 
 
 SEQ ID NO: 476 (CP 55 L27V (RIIbB) (secuencia de aa) 
 

 
 10 
 SEQ ID NO: 477 (CP 83 L27V (RIIbB) (secuencia de nt) 
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 SEQ ID NO: 478 (CP 83 L27V (RIIbB) (secuencia de aa) 
 

 
 5 
 SEQ ID NO: 479 (CP 84 L27V (RIIbB) (secuencia de nt) 
 

 
 10 
 SEQ ID NO: 480 (CP 84 L27V (RIIbB) (secuencia de aa) 
 

 
 
 SEQ ID NO: 481 (CP 103 L27V (RIIbB) (secuencia de nt) 15 
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 SEQ ID NO: 482 (CP 103 L27V (RIIbB) (secuencia de aa) 
 

 5 
 
 SEQ ID NO: 483 (CP 120 L27V (RIIbB) (secuencia de nt) 
 

 
 10 
 SEQ ID NO: 484 (CP 120 L27V (RIIbB) (secuencia de aa) 
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 SEQ ID NO: 485 (CP 123 L27V (RIIbB) (secuencia de nt) 
 

 5 
 
 SEQ ID NO: 486 (CP 123 L27V (RIIbB) (secuencia de aa) 
 

 
 10 
 SEQ ID NO: 487 (CP 124 L27V (RIIbB) (secuencia de nt) 
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 SEQ ID NO: 488 (CP 124 L27V (RIIbB) (secuencia de aa) 
 

 5 
 
 SEQ ID NO: 489 (CP 125 L27V (RIIbB) (secuencia de nt) 
 

 
 10 
 SEQ ID NO: 490 (CP 125 L27V (RIIbB) (secuencia de aa) 
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 SEQ ID NO: 491 (CP 130 L27V (RIIbB) (secuencia de nt) 
 

 5 
 
 SEQ ID NO: 492 (CP 130 L27V (RIIbB) (secuencia de aa) 
 

 
 10 
 SEQ ID NO: 493 (CP 145 L27V (RIIbB) (secuencia de nt) 
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 SEQ ID NO: 494 (CP 145 L27V (RIIbB) (secuencia de aa) 
 

 
 5 
 SEQ ID NO: 495 (CP 148 L27V (RIIbB) (secuencia de nt) 
 

 
 
 SEQ ID NO: 496 (CP 148 L27V (RIIbB) (secuencia de aa) 10 
 

 
 
 SEQ ID NO: 497 (CP 157 L27V (RIIbB) (secuencia de nt) 
 15 
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 SEQ ID NO: 498 (CP 157 L27V (RIIbB) (secuencia de aa) 
 

 5 
 
 SEQ ID NO: 499 (SS 6 L27V (RIIbB) (secuencia de nt) 
 

 
 10 
 SEQ ID NO: 500 (SS 6 L27V (RIIbB) (secuencia de aa) 
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 SEQ ID NO: 501 (SS 12 L27V (RIIbB) (secuencia de nt) 
 

 
 
 SEQ ID NO: 502 (SS 12 L27V (RIIbB) (secuencia de aa) 5 

 

 
 
 SEQ ID NO: 503 (SS 26 L27V (RIIbB) (secuencia de nt) 
 10 

 
 
 SEQ ID NO: 504 (SS 26 L27V (RIIbB) (secuencia de aa) 
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 SEQ ID NO: 505 (SS 45 L27V (RIIbB) (secuencia de nt) 
 

 5 
 
 SEQ ID NO: 506 (SS 45 L27V (RIIbB) (secuencia de aa) 
 

 
 10 
 SEQ ID NO: 507 (SS 48 L27V (RIIbB) (secuencia de nt) 
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 SEQ ID NO: 508 (SS 48 L27V (RIIbB) (secuencia de aa) 
 

 
 5 
 SEQ ID NO: 509 (SS 52 L27V (RIIbB) (secuencia de nt) 
 

 
 
 SEQ ID NO: 510 (SS 52 L27V (RIIbB) (secuencia de aa) 10 
 

 
 

 
 15 
 SEQ ID NO: 511 (SS 55 L27V (RIIbB) (secuencia de nt) 
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 SEQ ID NO: 512 (SS 55 L27V (RIIbB) (secuencia de aa) 
 

 5 
 
 SEQ ID NO: 513 (SS 83 L27V (RIIbB) (secuencia de nt) 
 

 
 10 
 SEQ ID NO: 514 (SS 83 L27V (RIIbB) (secuencia de aa) 
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 SEQ ID NO: 515 (SS 84 L27V (RIIbB) (secuencia de nt) 
 

 
 5 
 SEQ ID NO: 516 (SS 84 L27V (RIIbB) (secuencia de aa) 
 

 
 
 SEQ ID NO: 517 (SS 85 L27V (RIIbB) (secuencia de nt) 10 

 

 
 
 SEQ ID NO: 518 (SS 85 L27V (RIIbB) (secuencia de aa) 
 15 
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 SEQ ID NO: 519 (SS 100 L27V (RIIbB) (secuencia de nt) 
 

 5 
 
 SEQ ID NO: 520 (SS 100 L27V (RIIbB) (secuencia de aa) 
 

 
 10 
 SEQ ID NO: 521 (SS 101 L27V (RIIbB) (secuencia de nt) 
 

 

ES 2 567 410 T3

 



219 

 
 SEQ ID NO: 522 (SS 101 L27V (RIIbB) (secuencia de aa) 
 

 
 5 
 SEQ ID NO: 523 (SS 102 L27V (RIIbB) (secuencia de nt) 
 

 
 
 SEQ ID NO: 524 (SS 102 L27V (RIIbB) (secuencia de aa) 10 
 

 
 
 SEQ ID NO: 525 (SS 103 L27V (RIIbB) (secuencia de nt) 
 15 
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 SEQ ID NO: 526 (SS 103 L27V (RIIbB) (secuencia de aa) 
 

 5 
 
 SEQ ID NO: 527 (SS 120 L27V (RIIbB) (secuencia de nt) 
 

 
 10 
 SEQ ID NO: 528 (SS 120 L27V (RIIbB) (secuencia de aa) 
 

 
 

ES 2 567 410 T3

 



221 

 SEQ ID NO: 529 (SS 123 L27V (RIIbB) (secuencia de nt) 
 

 
 
 SEQ ID NO: 530 (SS 123 L27V (RIIbB) (secuencia de aa) 5 
 

 
 
 SEQ ID NO: 531 (SS 124 L27V (RIIbB) (secuencia de nt) 
 10 

 
 
 SEQ ID NO: 532 (SS 124 L27V (RIIbB) (secuencia de aa) 
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 SEQ ID NO: 533 (SS 125 L27V (RIIbB) (secuencia de nt) 
 

 5 
 
 SEQ ID NO: 534 (SS 125 L27V (RIIbB) (secuencia de aa) 
 

 
 10 
 SEQ ID NO: 535 (SS 130 L27V (RIIbB) (secuencia de nt) 
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 SEQ ID NO: 536 (SS 130 L27V (RIIbB) (secuencia de aa) 
 

 
 5 
 SEQ ID NO: 537 (SS 136 L27V (RIIbB) (secuencia de nt) 
 

 
 
 SEQ ID NO: 538 (SS 136 L27V (RIIbB) (secuencia de aa) 10 

 

 
 
 SEQ ID NO: 539 (SS 143 L27V (RIIbB) (secuencia de nt) 
 15 
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 SEQ ID NO: 540 (SS 143 L27V (RIIbB) (secuencia de aa) 
 

 5 
 
 SEQ ID NO: 541 (SS 145 L27V (RIIbB) (secuencia de nt) 
 

 
 10 

 
 
 SEQ ID NO: 542 (SS 145 L27V (RIIbB) (secuencia de aa) 
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 SEQ ID NO: 543 (SS 147 L27V (RIIbB) (secuencia de nt) 
 

 5 
 
 SEQ ID NO: 544 (SS 147 L27V (RIIbB) (secuencia de aa) 
 

 
 10 
 SEQ ID NO: 545 (SS 148 L27V (RIIbB) (secuencia de nt) 
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 SEQ ID NO: 546 (SS 148 L27V (RIIbB) (secuencia de aa) 
 

 
 5 
 SEQ ID NO: 547 (SS 156 L27V (RIIbB) (secuencia de nt) 
 

 
 
 SEQ ID NO: 548 (SS 156 L27V (RIIbB) (secuencia de aa) 10 
 

 
 
 SEQ ID NO: 549 (SS 157 L27V (RIIbB) (secuencia de nt) 
 15 
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 SEQ ID NO: 550 (SS 157 L27V (RIIbB) (secuencia de aa) 
 

 5 
 
 SEQ ID NO: 551 (SS 158 L27V (RIIbB) (secuencia de nt) 
 

 
 10 
 SEQ ID NO: 552 (SS 158 L27V (RIIbB) (secuencia de aa) 
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 SEQ ID NO: 553 (SS 166 L27V (RIIbB) (secuencia de nt) 
 

 
 5 
 SEQ ID NO: 554 (SS 166 L27V (RIIbB) (secuencia de aa) 
 

 
 
 SEQ ID NO: 555 (CP 26 L27V (RIIbB) (secuencia de nt) 10 
 

 
 
 SEQ ID NO: 556 (CP 26 L27V (RIIbB) (secuencia de aa) 
 15 
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 SEQ ID NO: 557 (CP 45 L27V (RIIbB) (secuencia de nt) 
 

 5 

 
 
 SEQ ID NO: 558 (CP 45 L27V (RIIbB) (secuencia de aa) 
 

 10 
 
 SEQ ID NO: 559 (CP 100(+1) L27V (RIIbB) (secuencia de nt) 
 

 
 15 

ES 2 567 410 T3

 



230 

 SEQ ID NO: 560 (CP 100(+1) L27V (RIIbB) (secuencia de aa) 
 

 
 
 SEQ ID NO: 561 (CP 101(+1) L27V (RIIbB) (secuencia de nt) 5 
 

 
 
 SEQ ID NO: 562 (CP 101(+1) L27V (RIIbB) (secuencia de aa) 
 10 

 
 
 SEQ ID NO: 563 (CP 102(+1) L27V (RIIbB) (secuencia de nt) 
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 SEQ ID NO: 564 (CP 102(+1) L27V (RIIbB) (secuencia de aa) 
 

 5 
 
 SEQ ID NO: 565 (CP 143(+1) L27V (RIIbB) (secuencia de nt) 
 

 
 10 
 SEQ ID NO: 566 (CP 143(+1) L27V (RIIbB) (secuencia de aa) 
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 SEQ ID NO: 567 (CP 147(+1) L27V (RIIbB) (secuencia de nt) 
 

 
 5 
 SEQ ID NO: 568 (CP 147(+1) L27V (RIIbB) (secuencia de aa) 
 

 
 
 SEQ ID NO: 569 (CP 156(+1) L27V (RIIbB) (secuencia de nt) 10 
 

 
 
 SEQ ID NO: 570 (CP 156(+1) L27V (RIIbB) (secuencia de aa) 
 15 
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 SEQ ID NO: 571 (CP 158(+1) L27V (RIIbB) (secuencia de nt) 
 

 5 
 
 SEQ ID NO: 572 (CP 158(+1) L27V (RIIbB) (secuencia de aa) 
 

 
 10 
 SEQ ID NO: 573 (CP 166(+1) L27V (RIIbB) (secuencia de nt) 
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 SEQ ID NO: 574 (CP 166(+1) L27V (RIIbB) (secuencia de aa) 
 

 5 
 
 SEQ ID NO: 575 (enlazador) 

 
 
 SEQ ID NO: 576 (enlazador) 10 

 
 
 SEQ ID NO: 577 (LC3 (secuencia de nt)) 
 

 15 
 
 SEQ ID NO: 578 (LC3 (secuencia de aa)) 
 

 
 20 
 SEQ ID NO: 579 (Secuencia patrón) 

 
 
 SEQ ID NO: 580 (secuencia patrón) 

 25 
 
 SEQ ID NO: 581 (secuencia patrón) 

 
 
 SEQ ID NO: 582 (secuencia patrón) 30 

 
 
 SEQ ID NO: 583 (secuencia patrón) 

 

ES 2 567 410 T3

 



235 

 
 SEQ ID NO: 584 (secuencia patrón) 

 
 
 SEQ ID NO: 585 (secuencia patrón) 5 

 
 
 SEQ ID NO: 586 (secuencia patrón) 

 
 10 
 SEQ ID NO: 587 (secuencia patrón) 

 
 
 SEQ ID NO: 588 (secuencia patrón) 

 15 
 
 SEQ ID NO: 589 (secuencia patrón) 

 
 
 SEQ ID NO: 590 (secuencia patrón) 20 

 
 
 SEQ ID NO: 591 (secuencia patrón) 

 
 25 
 SEQ ID NO: 592 (proteínas de fusión OgLuc L27V-LC3 (secuencia de nt)) 
 

 
 
 SEQ ID NO: 593 (proteínas de fusión OgLuc L27V-LC3 (secuencia de aa) 30 
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REIVINDICACIONES 
 

1. Un compuesto de fórmula (Ia) o (Ib): 

 
 5 

o 

 
 
en las que R2 se selecciona del grupo que consiste en:  

 10 
 
o 
alquilo C2-5 de cadena lineal; 
R6 se selecciona del grupo que consiste en -H, -OH, -NH2, -OC(O)R o -OCH2OC(O)R; 
R8 es 15 

 
X es -S-, -O- o -NR22-; 
Z es -CH- o -N-; 
cada R11 es, de manera independiente, -C(O)R" o -CH2OC(O)R"; 
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R22 es H, CH3 o CH2CH3; 
cada R es, de manera independiente, alquilo C1-7 de cadena lineal o alquilo C1-7 ramificado; 
R" es alquilo C1-7 de cadena lineal o alquilo C1-7 ramificado;  
los enlaces de trazos indican la presencia de un anillo opcional, que puede estar saturado o insaturado. 

 5 
2. Un compuesto de acuerdo con la reivindicación 1, 

en el que R2 es 
 

 
y 10 
X es O o S. 
 

3. Un compuesto de acuerdo con la reivindicación 1, en el que R2 es alquilo C2-5 de cadena lineal. 
 
4. Un compuesto de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que R11 es 15 
CH2OC(O)C(CH3)3. 
 
5. Un compuesto de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en el que R" es -C(CH3)3, -CH(CH3)2, 
-CH2C(CH3)3 o -CH2CH(CH3)2. 
 20 
6. Un compuesto que tiene una fórmula seleccionada entre 
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7. Un compuesto de fórmula: 

 
 
8. Un kit que comprende un compuesto de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-7. 5 
 
9. El kit de la reivindicación 8 que comprende además luciferasa. 
 
10. El kit de la reivindicación 9, en el que la luciferasa es una luciferasa de Oplophorus o de Renilla. 
 10 
11. Un kit de una cualquiera de las reivindicaciones 8-10, que comprende además un reactivo tampón. 
 
12. Un método de detección de la luminiscencia en una muestra, que comprende: 
 

poner en contacto una muestra con un compuesto de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-7; 15 
poner en contacto la muestra con una luciferasa que utiliza coelenterazina, si no está presente en la muestra; y 
detectar la luminiscencia. 
 

13. El método de la reivindicación 12, en el que la muestra contiene células vivas. 
 20 
14. El método de la reivindicación 12, en el que la muestra contiene una luciferasa que utiliza coelenterazina. 
 
15. Un método de detección de la luminiscencia en un animal transgénico, que comprende: 
 

administrar a un animal transgénico un compuesto de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-7; y 25 
detectar la luminiscencia; 
en donde el animal transgénico expresa una luciferasa que utiliza coelenterazina. 
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