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DESCRIPCION
CAMPO DE LA INVENCION

[0001] Solicitamos la prioridad de las Solicitudes Provisionales de Estados Unidos N° 60/500,244 (presentada el 5 de
septiembre de 2003), 60/504.070 (presentada el 19 de septiembre de 2003) y 60/582.584 (presentada el 25 de junio de
2004).

[0002] La presente invencion se refiere a nuevas secuencias de aminoacidos y de acidos nucleicos de fosfodiesterasas
especificas de nucleétidos ciclicos de un parasito de la familia de Leishmania, tal como Leishmania major. La invencién
también se refiere a construcciones de acido nucleico, vectores y células hospedadoras que comprenden las secuencias
de acido nucleico asi como métodos para producir y usar las secuencias de aminoacidos y acidos nucleicos. La
invencion se refiere adicionalmente al uso de estas secuencias y de anticuerpos dirigidos contra estas secuencias, en el
diagnéstico y tratamiento de trastornos relacionados con la infeccién de Leishmania, tal como Leishmania major,
incluyendo la identificacion de compuestos que forman complejos con los polipéptidos y acidos nucleicos en la presente
invencion.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

[0003] Leishmania major es uno de varios parasitos de Leishmania que, cuando se introduce en un organismo
hospedador, es el agente causante de leishmaniasis. Leishmania major es una especie del complejo Leishmania
tropica. Otros complejos (que comprenden especies y subespecies) incluyen Leishmania donovani, Leishmania
mexicana y Leishmania viannia. De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud, la leishmaniasis esta entre las
enfermedades mas infecciosas a nivel global y es endémica en 88 paises de Africa, Asia, Europa y en Sudamérica y
Norteamérica. Se ha estimado que méas de 12 millones de personas sufren infecciones Leishmaniales a nivel global,
existiendo serios problemas de salud publica particularmente en paises tales como Iran, Irak, Afganistan, Argelia, Brasil,
India, Pera y Siria. La leishmaniasis se manifiesta de manera mas habitual como leishmaniasis cutanea (es decir de piel)
(CL) o leishmaniasis visceral (es decir en érganos internos) (VL). CL es la forma mas comudn de leishmaniasis y es el
resultado de la transmision del parasito Leishmania major mediante la mordedura de un flebétomo hembra infectado.
Los sintomas de CL incluyen grandes lesiones o Ulceras de piel en partes expuestas del cuerpo, que causan una
discapacidad grave y cicatriz permanente.

[0004] Los métodos de tratamiento de leishmaniasis tipicamente se han limitado a administrar antimonio pentavalente
(Sb") (Sundar et al. (2002) Curr. Opin. Infect. Dis. 15, 593-598). Debido a la reciente aparicion de resistencia a gran
escala a Sb', sin embargo, la eficacia de este tratamiento se esta volviendo crecientemente limitada. Ademas, el
tratamiento con Sb' tiene varios efectos secundarios que incluyen nauseas, vomitos, diarrea y convulsiones. Ademas, la
coinfeccion de VIH con especies de Leishmania presenta retos adicionales puesto que dicha coinfeccion puede alterar
dramaticamente la epidemiologia, diagnostico y respuesta de leishmaniasis a terapia (Lee et al. (2003) Int. J. Infect. Dis.
7, 86-93).

DESCRIPCION RESUMIDA DE LA INVENCION

[0005] La invencién proporciona nuevos polipéptidos de fosfodiesterasa especifica de nucleétido ciclico de Leishmania
(LmPDE) y moléculas de &cidos nucleicos de los mismos que son Utiles en el diagnéstico y tratamiento de
leishmaniasis. Los polipéptidos de la presente invencion también incluyen anticuerpos que reconocen y se unen a
polipéptidos de LmPDE. Las moléculas de acido nucleico de la invencién también incluyen acidos péptido nucleicos
(PNA) y moléculas antisentido que reaccionan con las moléculas de 4cido nucleico de la invencién.

[0006] En una realizacion, la invencion proporciona fosfodiesterasas nuevas de longitud completa (PDE) del parasito
Leishmania major, designadas LmPDE-A, LmPDE-B1 y LmPDE-B2, incluyendo las moléculas polipeptidicas, moléculas
de acido nucleico correspondientes y fragmentos de las mismas.

[0007] La presente invencidon también abarca diversas secuencias de nucledtidos y aminoacidos que representan
diferentes formas y fragmentos de los genes, transcritos y proteinas de LmPDE tales como proteinas mutadas de forma
conservativa, formas alélicas diferentes, formas polimérficas, transcritos precursores alternativos y transcritos maduros.
Adicionalmente, se proporcionan moléculas de acido nucleico recombinante que son variantes de utilizacion de coddn
de las nuevas secuencias de LmPDE. La invencién abarca LmPDE de Leishmania major, asi como de otras especies y
subespecies de Leishmania de los complejos Leishmania tropica, Leishmania donovani, Leishmania mexicana y
Leishmania viannia.

[0008] La presente invencion proporciona adicionalmente moléculas de acido nucleico recombinante que codifican
secuencias de tipo silvestre o mutantes de polipéptidos de LmPDE que mantienen la actividad biolégica de PDE. Estas
incluyen mutantes de origen natural y sintéticos, asi como polipéptidos semisintéticos y recombinantes.

[0009] La presente invencion también incluye los polinucleétidos que codifican LmPDE en vectores de expresion
recombinante y sistemas de hospedador-vector que incluyen vectores de expresién. Una realizacién proporciona
diversas células hospedadoras transformadas con vectores recombinantes que incluyen las secuencias de nucleétidos
de LmPDE de la invencién. La invencion también proporciona organismos modificados genéticamente que comprenden
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un vector que contiene una secuencia de LmPDE recombinante en la que al menos un gen de LmPDE endégeno se ha
deshabilitado.

[0010] La presente invencion proporciona adicionalmente métodos para usar polipéptidos de LmPDE sustancialmente
purificados para identificar compuestos que modulan la expresioén o actividad de las LmPDE.

[0011] La presente invencion también proporciona métodos para usar secuencias de nucledtidos de LmPDE como
sondas y cebadores de acido nucleico y para usar polipéptidos de LmPDE como antigenos para la produccién de
anticuerpos anti LmPDE nuevos. Las sondas y cebadores de LmPDE y los anticuerpos anti LmPDE son utiles en los
ensayos de diagnéstico y kits para la deteccidn de secuencias proteicas y de nucleétidos de LmPDE de origen natural
presentes en muestras biolégicas.

[0012] Se expondran objetos y ventajas adicionales de la invencién en parte en la descripcién a continuacion y en parte
resultaran obvias a partir de la descripcion o pueden aprenderse por practica de la invencion. Los objetos y ventajas de
la invencion se realizaran y obtendran por medié de los elementos y combinaciones particularmente indicados en las
reivindicaciones adjuntas. Ademas, las ventajas descritas en el cuerpo de la memoria, si no estan incluidas en las
reivindicaciones, no son por si mismas limitaciones de la invencion reivindicada.

[0013] Las publicaciones analizadas en la presente memoria se proporcionan solamente por su descripcién previa a la
fecha de presentacion de la presente solicitud. Nada de la presente memoria debe interpretarse como una admision de
gue la presente invencién no tiene derecho a antedatar dicha publicacién en virtud de invencién previa. Ademas, las
fechas de publicacion proporcionadas pueden ser diferentes de las fechas de publicacion reales que pueden requerir
confirmarse de forma independiente.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

[0014] La Figura 1 muestra la secuencia de amino&cidos deducida de un polipéptido de LmPDE-A de longitud completa
(SEC ID N°: 1).

[0015] Las Figuras 2A-2S muestran la secuencia de ADN (SEC ID Ne°: 2) para el gen de longitud completa de LmPDE-A.
La fase abierta de lectura comienza con adenina en la posicion 530 y termina con guanina en la posicién 2425.

[0016] Las Figuras 3A-3B muestran la secuencia de aminoacidos deducida de un polipéptido de LmPDE-B1 de longitud
completa (SEC ID N°: 3).

[0017] Las Figuras 4A-4L muestran la secuencia de ADN (SEC ID N°: 4) para el gen de longitud completa de LmPDE-
B1. La fase abierta de lectura comienza con adenina en la posicién 1267 y termina con adenina en la posicién 4059.

[0018] Las Figuras 5A-B muestran la secuencia de amino&cidos deducida de un polipéptido de LmPDE-B2 de longitud
completa (SEC ID N°: 5).

[0019] Las Figuras 6A-6L muestran la secuencia de ADN (SEC ID Ne°: 6) para el gen de longitud completa de LmPDE-
B2. La fase abierta de lectura comienza con adenina en la posicién 2182 y termina con adenina en la posicion 5004.

[0020] Las Figuras 7A, 7B y 7C muestran la localizacién de dominios conservados que se encuentran en las secuencias
polipeptidicas de LmPDE-A, LmPDE-B1 y LmPDE-B2, respectivamente.

[0021] La Figura 8 muestra los resultados de un analisis por transferencia de Southern para LmPDE-B1 usando una
region conservada de la secuencia de LmPDE-B1 como sonda de hibridacion.

[0022] La Figura 9 muestra los resultados de un andlisis de transferencia de Southern para LmPDE-B2 usando una
region conservada de la secuencia de LmPDE-B2 como sonda de hibridacion.

[0023] La Figura 10 muestra los resultados de un analisis de transferencia de Southern usando una region conservada
que era especifica para tanto LmPDE-B1 como LmPDE-B2 como sonda de hibridacion.

[0024] La Figura 11 muestra un dibujo esquematico de la localizacion de los loci de LmPDE-B1 y LmPDE-B2 y sus
localizaciones relativas aproximadas en el cromosoma 15.

[0025] Las Figuras 12A, 12B, 12C y 12D muestran los resultados de ensayo de choque térmico de células de
Saccharomyces cerevisiae deficientes en PDE que se han transfectado con LmPDE-B1 y LmPDE-A.

[0026] Las Figuras 13A, 13B y 13C muestran la cinética de Michaelis-Menten de la hidrélisis de AMPc mediada por
LmPDE-B1 recombinante. Las Figuras 13A y 13B muestran la hidrdlisis de AMPc en ausencia y presencia de un exceso
de 100 veces de GMPc, respectivamente. La Figura 13C muestra el efecto de un exceso de 50 veces de AMP. Las
inserciones de figuras representan las representaciones Eadie-Hofstee correspondientes.

[0027] Las Figuras 14A y 14B muestran el efecto de diversos inhibidores de PDE sobre LmPDE-B1 y LmPDE-B2,
respectivamente, en presencia de AMPc 1 uM y cilostamida (A), zaprinast (B), etazolato (C), dipiridamol (D), Ro-20-1724
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(E), rolipram (F), isobutilmetilxantina (IBMX) (G), 8-metoximetil-IBMX (H), trequinsina (I), papaverina (K), milrinona (L),
petoxifillina (M) y eritro-9-(2-hidroxi-3-nonil)adenina (EHNA) (N) 100 uM. Las Figuras 14C y 14D muestran perfiles de
dosis-respuesta representativos de trequinsina frente a LmPDE-B1 y LmPDE-B2, respectivamente.

[0028] La Figura 15 muestra la inhibicién de proliferacién de promastigote de L. major en presencia de concentraciones
crecientes de dipiridamol (A), etazolato (B) y trequinsina (C).

DEFINICIONES

[0029] La expresion “secuencia de aminoacidos” se refiere a aminoacidos que codifican un oligopéptido, péptido,
polipéptido o secuencia proteica y fragmentos de los mismos e incluye moléculas de origen natural o sintéticas.

[0030] El término “anticuerpo” se refiere a moléculas intactas asi como fragmentos de las mismas (por ejemplo, Fab),
que pueden unirse a un determinante antigénico en un antigeno (por ejemplo, un determinante o determinantes

” o« » o«

antigénicos en un LmPDE). El anticuerpo puede ser “policlonal”, “monoclonal’, “quimérico”, “humanizado” o humano.

[0031] La expresion “determinante antigénico” se refiere al fragmento de una molécula (es decir, un epitopo) que
induce a un anticuerpo y que a partir de entonces entra en contacto con un anticuerpo particular. Cuando una proteina o
fragmento de una proteina se usa para inmunizar un animal hospedador, humerosas regiones de la proteina pueden
inducir la produccion de anticuerpos que se unen especificamente a una region o estructura tridimensional dada en la
proteina; estas regiones o estructuras se denominan determinantes antigénicos. Un determinante antigénico puede
competir con el antigeno intacto (es decir, el inmunégeno usado para inducir la respuesta inmune) por la unién con un
anticuerpo.

[0032] El término “antisentido” se refiere a cualquier composicién que contiene secuencias de nucledtidos que son
complementarias a una secuencia de ADN o ARN especifica.

[0033] La expresion “cadena antisentido” se usa en referencia a una cadena de acido nucleico que es
complementaria a la cadena “sentido”. Las moléculas antisentido incluyen acidos nucleicos (que pueden incluir restos de
bases de nucleétidos modificadas y de azlcares modificados) y pueden producirse por cualquier método incluyendo
sintesis o transcripcion. Una vez introducidos en una célula, los nucledtidos complementarios se combinan con
secuencias naturales producidas por la célula para formar dobles cadenas y bloquear la transcripcion o la traduccién de
las secuencias.

[0034] La expresion “muestra biolégica” se usa en su sentido mas amplio. Una muestra bioldgica es sospechosa de
contener moléculas de acido nucleico de LmPDE, o fragmentos de las mismas, o un polipéptido de LmPDE. La muestra
biolégica adecuada puede ser de un animal o de un ser humano. La muestra puede ser una muestra celular o una
muestra tisular, incluyendo muestras de bazo, ganglio linfatico, timo, médula ésea, higado, corazén, testiculo, cerebro,
placenta, pulmén, mulsculo esquelético, rifién y pancreas. La muestra puede ser un fluido biolégico, incluyendo orina,
sueros sanguineos, plasma sanguineo, flema o fluido de lavado. Como alternativa, la muestra puede ser un hisopo de la
nariz, oreja o garganta.

[0035] La expresion “biolégicamente activo” se refiere a un polipéptido que tiene funciones estructurales, reguladoras
0 bioquimicas de una molécula de origen natural. De forma similar, “inmunolégicamente activo” se refiere a la
capacidad de los LmPDE naturales, recombinantes o sintéticos de la invencion, o cualquier fragmento de los mismos,
para inducir una respuesta inmune especifica en animales o células apropiadas y unirse con anticuerpos especificos.
Por ejemplo, los polipéptidos de la invencion pueden inducir anticuerpos que se unen especificamente a un epitopo
asociado con un polipéptido de LmPDE de la invencidn. En consecuencia, un polipéptido de LmPDE es capaz de inducir
una respuesta inmune especifica en animales o células apropiadas y/o unirse con ligandos tales como anticuerpos
especificos.

[0036] La expresion “dominio catalitico” se refiere a un subconjunto de aminoacidos conservado dentro de una
secuencia de PDE que es responsable de catalizar la reaccién de hidrolisis del substrato unido.

[0037] La expresion “anticuerpo quimérico” se refiere a un anticuerpo en el que las regiones variables derivadas de
una especie se combinan con las regiones constantes de un anticuerpo derivado de una especie diferente. Los
anticuerpos quiméricos son Utiles, puesto que es menos probable que sean antigénicos para un sujeto humano que
anticuerpos con regiones constantes no humanas y regiones variables. La regién que se combina con antigeno (region
variable) de un anticuerpo quimérico puede derivar de una fuente no humana (por ejemplo murina) y la regién constante
del anticuerpo quimérico, que confiere funcidn efectora biolégica a la inmunoglobulina puede derivar de una fuente
humana (Morrison et al. (1985) Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 81, 6851; Takeda et al. (1985) Nature 314, 452; Cabilly et
al., Patente de Estados Unidos N° 4.816.567; Boss et al., Patente de Estados Unidos N° 4.816.397). El anticuerpo
quimérico puede tener la especificidad de unién a antigeno de la molécula de anticuerpo no humana y la funcion
efectora conferida por la molécula del anticuerpo humana.

[0038] El término “complementario” se refiere a moléculas de acido nucleico que tienen nucleétidos de purina y
pirimidina que tienen la capacidad de asociarse a través de enlaces de hidrogeno para formar moléculas de acido
nucleico bicatenarias. Los siguientes pares de bases se relacionan por complementariedad: guanina y citosina; adenina
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y timina; y adenina y uracilo. El término “complementario” se aplica a todos los pares de bases que comprenden dos
moléculas de acido nucleico bicatenarias o a todos los pares de bases que comprenden una molécula de acido nucleico
monocatenaria plegada sobre si misma. La complementariedad entre dos moléculas monocatenarias puede ser parcial,
en la que sélo se unen algunos de los acidos nucleicos o puede ser completa en la que existe una complementariedad
total entre las moléculas monocatenarias. El grado de complementariedad entre cadenas de acido nucleico tiene efectos
significativos en la eficacia y fuerza de hibridacién entre cadenas de acido nucleico.

[0039] La expresion “célula control” es una célula que es generalmente la misma, por ejemplo, genotipica y
fenotipicamente, a la célula con la que se compara (por ejemplo, las células pueden ser células hermanas), pero que no
esta expuesta a un compuesto de ensayo.

[0040] La expresion “secuencia de control de la expresion” o “elemento de control de la expresion” se refiere a
una secuencia polinucleotidica reguladora que puede dirigir la transcripcién y traduccién de una fase abierta de lectura.
Se conocen elementos de control de la expresion en la técnica e incluyen, sin limitacién, promotores inducibles,
promotores constitutivos, sitios donadores y aceptores de corte y empalme, sefiales de secrecion, potenciadores,
terminadores de la transcripcion y otros elementos reguladores transcripcionales. Otros elementos de control de la
expresion que estan implicados en la traduccion se conocen en la técnica, e incluyen la secuencia Shine-Dalgarno y
codones de inicio y terminacion.

[0041] EI término “fragmento” de un polipéptido de LmPDE se refiere a una parte de un polipéptido de LmPDE. Por
ejemplo, un fragmento de LmPDE puede ser un polipéptido con menos aminoacidos que una LmPDE de longitud
completa, pero que tiene la actividad biolégica de un polipéptido de LmPDE-A, LmPDE-B1 o LmPDE-B2 de longitud
completa, por ejemplo, la capacidad de hidrolizar AMPc. Un fragmento también puede ser una parte de un polipéptido
de LmPDE que induce una respuesta inmune o que posee cualquier otra propiedad biol6gica o de diagnéstico de los
LmPDE de longitud completa de la invencion.

[0042] El término “fragmento” de una molécula de &cido nucleico de LmPDE se refiere a una parte de una secuencia
de nucleétidos de LmPDE de longitud completa. Por ejemplo, dicho fragmento de acido nucleico puede codificar un
fragmento de polipéptido de LmPDE que mantiene la actividad biolégica de un polipéptido de LmPDE-A, LmPDE-B o
LmPDE-B2 de longitud completa, por ejemplo, la capacidad de hidrolizar AMPc (segun se determina por métodos
conocidos en la técnica, por ejemplo, Schilling et al. (1994) Anal. Biochem. 216, 154-158).

[0043] La expresion “dominio GAF” se refiere a un dominio altamente conservado que se une a ligandos de bajo peso
molecular. Se sabe que el dominio GAF en algunas PDE se une a GMPc.

[0044] La expresion “anticuerpo humanizado” se refiere a una molécula de anticuerpo en la que se han reemplazado
aminoécidos en las regiones no de unién a antigeno para que se asemejen de forma mas estrecha a un anticuerpo
humano, manteniendo aun la capacidad de unién original. Como se usa en la presente memoria, un anticuerpo LmPDE
humanizado es una molécula de inmunoglobulina que es capaz de unirse a un polipéptido de LmPDE vy tiene regiones
variables sustancialmente con la misma secuencia de aminoacidos que una inmunoglobulina humana y tiene una regién
hipervariable sustancialmente con la misma secuencia de aminoacidos que una inmunoglobulina no humana.

[0045] EI término “hibridacién” o “hibridar” se refiere a cualquier proceso mediante el cual una secuencia de acidos
nucleicos se une a una cadena complementaria a través de formacién de pares de bases.

[0046] El término “hidrolizar” se refiere a una reaccion quimica en la que un enlace quimico se escinde mediante una
molécula de agua. La funcion catalitica de las LmPDE de la invencion, como en todas las PDE, implica la hidrélisis de
AMPc (segun se determina por métodos conocidos en la técnica, por ejemplo, Schilling et al. (1994) Anal. Biochem. 216,
154-158).

[0047] Como se usa en la presente memoria, una primera secuencia de aminoacidos o nucleétidos se dice que es
“idéntica” a una segunda secuencia de aminoacidos o nucledtidos de referencia, respectivamente, cuando una
comparacion de la primera y la segunda secuencias son exactamente iguales. Se dice que dos secuencias son “X%
idénticas” cuando una comparacion de la primera y segunda secuencias tiene X% de nucle6tidos o aminoacidos que
son exactamente iguales. El porcentaje de identidad puede determinarse electrénicamente, por ejemplo, mediante el
uso del programa MEGALIGN (DNASTAR) que crea alineamientos entre dos o mas secuencias de acuerdo con
métodos seleccionados por el usuario, por ejemplo, el método clustal (por ejemplo, Higgins et al. (1988) Gene 73:237-
244). El porcentaje de identidad entre secuencias también puede contarse o calcularse por otros métodos conocidos en
la técnica (por ejemplo, Hein (1990) Methods Enzymol. 183:626-645). La identidad entre secuencias también se puede
determinar por otros métodos conocidos en la técnica, por ejemplo, mediante la variacion de las condiciones de
hibridacion.

[0048] EI término “incubar” se refiere a un proceso de poner en contacto una célula o un cultivo celular con el
compuesto de interés o introducir de otro modo el compuesto de interés en una célula.

[0049] EI término “inhibidor” se refiere a un agente que, cuando se une a una LmPDE o a algun otro polipéptido o
acido nucleico, disminuye la cantidad (expresion) o la actividad biolégica de una LmPDE. Los inhibidores pueden incluir
proteinas, acidos nucleicos, carbohidratos, anticuerpos o cualquier otra molécula que disminuye la cantidad (expresion)
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o actividad biol6gica de las LmPDE presentes en una muestra. El inhibidor preferido inhibira selectivamente la actividad
biolégica de una LmPDE, sin afectar a la vez a ninguna otra proteina celular.

[0050] EI término “aislado” o “purificado” se refiere a un acido nucleico, proteina o polipéptido especifico, o un
fragmento de los mismos, en el que se han separado o sustancialmente separado los contaminantes (es decir,
sustancias que difieren de la molécula de acido nucleico, proteina o polipéptido especifico) del acido nucleico, proteina o
polipéptido especifico.

[0051] EI término “LmPDE” significa cualquiera de LmPDE-A, LmPDE-B1 o LmPDE-B2 y puede referirse a las
secuencias polipeptidicas o de acido nucleico. Los polipéptidos de LmPDE pueden ser naturales, sintéticos,
semisintéticos o recombinantes. LmPDE incluye polipéptidos de Leishmania major, asi como otras especies y
subespecies de Leishmania de los complejos Leishmania tropica, Leishmania donovani, Leishmania mexicana y
Leishmania viannia incluyendo Leishmania aethiopica, Leishmania brasiliensis, Leishmania d. donovani, Leishmania d.
infantum, Leishmania d. chagasi, Leishmania garnhami, Leishmania m. mexicana, Leishmania m. amazonensis, y
Leishmania pifanoi.

[0052] La expresion “molécula de acido nucleico de LmPDE-A” se refiere a una molécula de &cido nucleico que
codifica un polipéptido de LmPDE-A.

[0053] La expresion “molécula de acido nucleico de LmPDE-B1” se refiere a una molécula de acido nucleico que
codifica un polipéptido de LmPDE-B1.

[0054] La expresion “molécula de acido nucleico de LmPDE-B2” se refiere a una molécula de acido nucleico que
codifica un polipéptido de LmPDE-B2.

[0055] La expresion “expresion de LmPDE” se refiere al proceso por el que un transcrito de ARN o un polipéptido
traducido se produce a partir de una secuencia de nucleétidos de LmPDE.

[0056] El término “modula” se refiere a un cambio en la actividad del LmPDE de la presente invencion. Por ejemplo, la
modulacién puede causar un aumento o una disminuciébn en la cantidad de proteina (expresion) o actividad,
caracteristicas de unién u otras propiedades bioldgicas, funcionales o inmunolégicas de los LmPDE de la invencion.

[0057] La expresion “secuencia de acido nucleico” o “molécula de acido nucleico” se refiere a un oligonucleétido,
nucleétido o polinucleétido y fragmentos de los mismos; a ADN o ARN de origen gendmico o sintético, que puede ser
bicatenario o monocatenario; y representa la cadena sentido o antisentido.

[0058] La expresion “unido operativamente” se refiere a secuencias de acido nucleico relacionadas funcionalmente.
Por ejemplo, un promotor esta unido operativamente con una secuencia codificante si el promotor controla la traduccion
del polipéptido codificado. Aunque las secuencias de acido nucleico unidas operativamente pueden ser contiguas y
estar en la misma fase de lectura, ciertos elementos genéticos, por ejemplo, genes represores, no estan unidos
contiguamente a la secuencia que codifica el polipéptido sino que se une aun a las secuencias operadoras que
controlan la expresion del polipéptido.

[0059] La expresion “dominio PDEasa” se refiere al dominio catalitico conservado de las PDE.

[0060] La expresion “condiciones rigurosas” se refiere a condiciones que permiten la hibridacion entre secuencias
polinucleotidicas complementarias. Las condiciones rigurosas adecuadas pueden definirse por, por ejemplo, las
concentraciones de sal y/o formamida en las soluciones de pre-hibridacién e hibridacién o por la temperatura de
hibridacion, que se conoce bien en la técnica. En particular, puede aumentarse el rigor reduciendo la concentracion de
sal, aumentando la concentracion de formamida o aumentando la temperatura de hibridacion.

[0061] La expresion “sustancialmente purificado” se refiere a secuencias de acido nucleico o polipeptidicas que se
retiran de su ambiente natural y se aislan o separan y estan al menos 60% sin, 65% sin, 70% sin, 75% sin, 80% sin,
85% sin, 90% sin, 95% sin, 96% sin, 97% sin, 98% sin, 0 99% sin otros componentes con los que se asocian de forma
natural.

[0062] La expresion “variantes y mutantes” se refiere a cambios en una secuencia polipeptidica o de &cido nucleico
tales como sustituciones, inserciones, deleciones de aminoacidos o nucleétidos, cambios de aminoacidos conservativos,
cambios polimérficos, cambios alélicos, cambios de alteracion de fase, truncamiento o similares, en los que la proteina
variante mutante mantiene su funcién nativa (en la presente memoria, al menos la hidrélisis de AMPC) y en los que la
molécula de acido nucleico variante o0 mutante codifica una proteina que mantiene su funcién nativa.

[0063] El término “vector” incluye, sin limitacion, plasmidos, césmidos y fagémidos.
DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

[0064] Los segundos agujeros tales como adenosin monofosfato ciclico (AMPc) y guanosin monofosfato ciclico (GMPc)
juegan papeles biolégicos importantes en la modulacion de los efectos de una amplia diversidad de primeros
mensajeros. Por ejemplo AMPc y GMPc estan implicados en la propagacion de una diversidad de sefiales
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extracelulares que se originan de primeros mensajeros tales como hormonas, luz y neurotransmisores. Los niveles
intracelulares en estado estacionario de AMPc y GMPc estan controlados por sus velocidades de sintesis mediante
ciclasas y por su velocidad de degradacién mediante fosfodiesterasas especificas de nucleétido ciclico (PDE).

[0065] Las PDE se componen tipicamente de un dominio catalitico (aproximadamente 270 aminoacidos), un dominio
regulador N terminal responsable de unir los cofactores y, en algunos casos, un dominio C terminal de funcién
desconocida. Un motivo conservado, HDXXHXGXXN, se ha descubierto en el dominio catalitico de todas las PDE. Se
han identificado varias familias de PDE (Beavo (1995) Physiol. Rev. 75, 725-748; Soderling et al. (1998) J. Biol. Chem.
273,15553-15558; y Fisher et al. (1998) J. Biol. Chem. 273,15559-15564). Las familias de PDE presentan
aproximadamente un 35% de identidad de secuencia de aminoacidos con su dominio catalitico. Las isozimas dentro de
la misma familia tipicamente presentan una identidad de secuencia del 75-95% en esta regién. Dentro de una familia,
con frecuencia hay una identidad de secuencia mayor del 60% fuera del dominio catalitico, mientras que entre diferentes
familias de PDE, existe poca o ninguna similitud de secuencia.

[0066] En eucariotas, se han identificado dos clases distintas de PDE. Las enzimas de clase | muestran todas
conservacion de secuencia de aminoacidos significativa dentro de sus dominios cataliticos. Las PDE de Clase | incluyen
todas las familias actualmente conocidas de PDE de mamiferos asi como varias PDE de eucariotas inferiores tales
como PDE2 de Saccharomyces cerevisiae y el producto del gen regA de Dictyostelium discoideum. Las PDE de Clase
Il, sin embargo, comparten muy poca identidad de secuencia de aminoacidos con las PDE de Clase | y por lo tanto
probablemente tienen un origen evolutivo distinto. Ademas las PDE de clase Il con frecuencia se distinguen por sus
valores de Ky generalmente mas altos (Zoraghi et al. (2001) J. Biol. Chem. 276, 11559-11566). Se han identificado PDE
de clase Il en levadura (Nikawa et al. (1987) Mol. Cell Biol. 7, 3629-3636), el moho mucilaginoso Dictyostelium
discoideum (Lacombe et al. (1986) J. Biol. Chem. 261,16811-16817), Vibrio fisheri (Dunlap et al. (1993) J. Bacteriol. 175,
4615-4624), y Candida albicans (Hoyer et al. (1994) Microbiology 140, 1533-1542).

[0067] Se piensa que una diversidad de enfermedades resultan de unos niveles disminuidos de nucleétidos ciclicos
debido a un aumento en la actividad de PDE. En consecuencia, los PDE se han convertido en dianas de farmacos
altamente atractivas durante los Ultimos afios. Se esta desarrollando una variedad creciente de inhibidores de PDE
especificos de familia y especificos de subtipo como agentes terapéuticos para una amplia serie de enfermedades tales
como enfermedad autoinmune (Bielekova et al. (2000) J. Immunol. 164, 1117-1124), (Dal Piaz et al. (2000) Farmaco,
57(2), 89-96), artritis (Kiely et al. (1995) Eur. J. Immunol. 25, 2899-2906), asma (Barnette (1999) Prog. Drug Res. 53,
193-229), enfermedades inflamatorias (Barnes (2001) Novartis Found. Symp. 234, 255-267), impotencia (Langtry et al.
(1999) Drugs 57, 967-989) y cancer (Marko et al. (2000) Chem. Res. Toxicol. 10, 944-948). Hasta el momento, existe
informacion limitada sobre PDE en kinetoplastea tales como Leishmania major.

[0068] Rascon A et al. describe y caracteriza una fosfodiesterasa de AMP ciclico en Leishmania mexicana y la
purificacién de una forma soluble de la misma, pero no se describe en dicho documento una secuencia de aminoacidos
(Mol Biochem Parasitol. 5 mar 2000; 106(2): 283-92).

[0069] Al-Chalabi KA et al. Indica el asilamiento y la purificacion parcial de fosfodiesterasa de AMPc (EC 3.1.4.17) de la
forma de promastigote de Leishmania tropica y un resultado preliminar de Leishmania donovani, pero no describe
ninguna secuencia de aminoacidos o secuencia de nucleétidos que codifique estas proteinas (Comp Biochem Physiol B.
1989; 93(4): 789-92).

Polipéptidos de la Invencidn

[0070] Un aspecto de la presente invencion se refiere a nuevos polipéptidos de PDE aislados del parasito Leishmania
major, designados LmPDE-B1 (SEC ID N° 3) y LmPDE-B2 (SEC ID N° 5). Las realizaciones particulares de los
polipéptidos de LmPDE de la invencion incluyen LmPDE-B1 y LmPDE-B2 de longitud completa de Leishmania major. En
otro aspecto, la invencion se refiere a fragmentos de LmPDE.

[0071] La presente invencion también se refiere a variantes y mutantes de LmPDE. Los alelos mutantes de LmPDE
codifican formas mutantes de polipéptidos de LmPDE que tienen al menos una sustitucion, insercion, delecion,
truncamiento de aminoacidos o cambio de fase.

[0072] Otra variante de polipéptidos de LmPDE puede tener secuencias de aminoacidos que difieren en una o mas
sustituciones de aminoécidos. La variante puede tener cambios de aminoacidos conservativos, cuando un aminoacido
sustituido tiene propiedades estructurales o quimicas similares. Los restos aminoacidicos que pueden sustituirse de
forma conservativa entre si, incluyen, sin limitacion: glicina/alanina; valina/isoleucina/leucina; asparagina/glutamina;
acido aspartico/acido glutamico; serina/treonina; lisina/arginina y fenilalanina/tirosina. Otras sustituciones también
pueden considerarse conservativas, dependiendo del ambiente del aminoacido particular y su papel en la estructura
tridimensional de la proteina. Por ejemplo, la metionina, que es relativamente hidréfoba, con frecuencia puede
intercambiarse con leucina e isoleucina y a veces con valina.

[0073] Como alternativa, una variante puede tener cambios de aminoéacidos no conservativos, tales como, por ejemplo,
reemplazo de una glicina con un triptéfano o alanina con lisina. Variaciones menores similares también pueden incluir
deleciones e inserciones de aminoacidos. Cualquier sustitucion de aminoacidos que no afecte significativamente a las
propiedades biolégicas y/o quimicas de los polipéptidos de LmPDE esta abarcada por la presente invencién. Puede
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encontrarse orientaciéon en la determinaciéon de que y cuantos restos aminoacidicos pueden sustituirse, insertarse y
suprimirse usando programas informaticos bien conocidos en la técnica tales como el paquete de software DNASTAR.

[0074] La presente invencion también abarca diversas secuencias de aminoacidos que representan diferentes formas y
fragmentos de los polipéptidos de LmPDE tales como polipéptidos con mutaciones conservativas y fragmentos que
contienen el dominio de PDEasa. Los polipéptidos de LmPDE puede ser de Leishmania major, u otra especie de
Leishmania y subespecies de los complejos Leishmania tropica, Leishmania donovani, Leishmania mexicana, y
Leishmania viannia incluyendo Leishmania aethiopica, Leishmania brasiliensis, Leishmania d. donovani, Leishmania d.
infantum, Leishmania d. chagasi, Leishmania garnhami, Leishmania m. mexicana, Leishmania m. amazonensis, y
Leishmania pifanoi.

[0075] Los LmPDE de la presente invencion pueden realizarse de muchas formas, tales como en forma aislada o en
forma purificada. Un experto en la materia puede emplear facilmente métodos de aislamiento y purificacién
convencionales para obtener polipéptidos de LmPDE aislados (véase, por ejemplo, Marchak et al. (1996) Strategies for
Protein Purification and Characterization, Cold Spring Harbor Press, Plainview, NY). La naturaleza y grado de
aislamiento y purificacion dependera del uso pretendido. Por ejemplo, las moléculas de proteina LmPDE purificadas
estaran sustancialmente sin otras proteinas o moléculas que alteren la unién de proteinas LmPDE a anticuerpos u otros
ligandos. Las realizaciones de polipéptidos de LmPDE incluyen polipéptidos de LmPDE purificados que tienen la
actividad biolégica de una proteina LmPDE. En una forma, dichos polipéptidos de LmPDE purificados mantienen la
capacidad de unirse a anticuerpo u otro ligando.

[0076] Pueden producirse diversas formas de un polipéptido particular de LmPDE de la invencion como resultado de
procesos tales como modificaciones post-traduccionales. Por ejemplo, las diversas formas de polipéptidos de LmPDE
aislados pueden incluir formas precursoras y formas maduras diferentes de una proteina o polipéptido de LmPDE que
resultan de acontecimientos post-traduccionales, tales como glucosilacion, fosforilacion y escision intramolecular.

[0077] La presente invencidn proporciona polipéptidos aislados y purificados que tienen una secuencia de aminoécidos
idéntica a las secuencias polipeptidicas de LmPDE predichas descritas en la presente memoria. En consecuencia, las
secuencias de aminoacidos de la presente invencion pueden ser idénticas a LmPDE-B1 (SEC ID N° 3) o LmPDE-B2
(SEC ID Ne°: 5). Los polipéptidos LmPDE de la invencién también pueden comprender al menos una secuencia que es
idéntica a un fragmento de una secuencia polipeptidica LmPDE de longitud completa. La presente invencion también
proporciona polipéptidos aislados y purificados con al menos 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% 0 99% de identidad
con las secuencias descritas en la presente memoria.

Moléculas de Acido Nucleico de lainvencion

[0078] La presente invencion proporciona moléculas de acido nucleico de LmPDE que corresponden a los genes de
longitud completa de LmPDE-B1 (SEC ID N° 4) y LmPDE-B2 (SEC ID N° 6). La presente invencion también
proporciona moléculas de &cido nucleico que codifican los polipéptidos de LmPDE analizados previamente. La presente
invencion también abarca diversas secuencias de nucledtidos que representan diferentes formas y fragmentos de genes
y transcritos de LmPDE, tales como diferentes formas alélicas, formas polimorficas, transcritos precursores alternativos
y transcritos maduros. Adicionalmente, se proporcionan moléculas de &cido nucleico recombinante que son variantes de
uso de codon de nuevas secuencias de LmPDE.

[0079] Una realizacién especifica de un acido nucleico que codifica un polipéptido LmPDE-B1 de la presente invencion
comprende la secuencia de nucleétidos de SEC ID N°: 4, comenzando con adenina en la posicion 1267 y terminando
con adenina en la posicion 4059 (que corresponde a los aminoacidos 1-930 de SEC ID N°: 3). Otra realizacion
comprende una secuencia de nucledtidos que se encuentra en SEC ID N°: 4, comenzando con timina en la posicion
3205 y terminando con citosina en la posicion 3906 que corresponde al dominio de PDEasa de LmPDE-B1
(aminoécidos 647-880 de SEC ID N°: 3). Debido a al degeneracion del cddigo genético, la presente invencion también
proporciona cualquier molécula de &cido nucleico que codifique un polipéptido que comprende la secuencia
polipeptidica de LmPDE-B1 expuesta en la SEC ID N°: 3, empezando con metionina en la posicion de aminoacido 1y
terminando con valina en la posicion de aminoacido 930. La invencion también proporciona acidos nucleicos que
codifican fragmentos de un polipéptido de LmPDE-B1, por ejemplo un acido nucleico que codifica el dominio de PDEasa
gue comprende los aminoacidos 647-880 como se exponen en la SEC ID N°: 3.

[0080] Una realizacion especifica de un acido nucleico que codifica un polipéptido LmPDE-B2 de la presente invencion
comprende la secuencia de nucleétidos de SEC ID N°: 6, comenzando con adenina en la posicion 2182 y terminando
con adenina en la posicién 5004 (que corresponde a los aminoacidos 1-940 de SEC ID N°: 5). Otra realizacion
comprende una secuencia de nucleétidos que se encuentra en la SEC ID N°: 6, comenzando con timina en la posicion
4150 y terminando con citosina en la posicién 4851, que corresponde al dominio de PDEasa de LmPDE-B2
(aminoacidos 657-890 de SEC ID N°: 5). Debido a la degeneracion del cddigo genético, la presente invencion también
proporciona cualquier molécula de &cido nucleico que codifique un polipéptido que comprende la secuencia
polipeptidica de LmPDE-B2 expuesta en la SEC ID N° 5, empezando con metionina en la posicion de aminoacido 1y
terminando con valina en la posicion de aminoacido 940. La invencion también proporciona acidos nucleicos que
codifican fragmentos de un polipéptido de LmPDE-B2, por ejemplo un &cido nucleico que codifica el dominio PDEasa
que comprende los aminoacidos 657-890 como se exponen en SEC ID N°: 5.
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[0081] Un experto en la materia apreciara que los acidos nucleicos de la presente invencién pueden codificar dominios o
partes de polipéptidos de LmPDE distintos de los mencionados especificamente anteriormente.

[0082] La presente invencion contempla formas alélicas alternativas de secuencias de nucleétidos de LmPDE que se
aislan de diferentes sujetos de la misma especie. Tipicamente, las formas alélicas aisladas de secuencias génicas de
origen natural incluyen alelos de tipo silvestre y mutantes. Una secuencia génica de LmPDE de tipo silvestre codificara
una proteina LmPDE que tiene actividad biolégica de PDE normal, tal como, por ejemplo, una funcién fosfodiesterasa.
Como alternativa, un mutante de una secuencia génica de LmPDE puede codificar un polipéptido de LmPDE que tenga
actividad normal. En consecuencia, la presente invencién proporciona forma alélicas de tipo silvestre y mutantes de
secuencias de nuclettidos de LmPDE.

[0083] La presente invencion contempla adicionalmente formas polimoérficas de secuencias de nucleétidos de LmPDE.
Tipicamente, las formas polimérficas aisladas de secuencias génicas de origen natural se aislan de diferentes sujetos
de la misma especie. Las formas polimoérficas incluyen secuencias que tienen una o mas sustituciones de nucleétidos
que pueden dar como resultado o no cambios en la secuencia de codones de aminoacidos. Estas sustituciones pueden
dar como resultado un gen de LmPDE de tipo silvestre que codifica una proteina que tiene la actividad biolégica de las
proteinas LmPDE de tipo silvestre.

[0084] La presente invencion proporciona adicionalmente variantes de uso de codon aisladas (véase Tabla 1) que
difieren de las secuencias de nucleétidos de LmPDE descritas, pero no alteran la secuencia proteica de LmPDE
predicha o su actividad biolégica. Las variantes de uso de codén pueden generarse por tecnologia de ADN
recombinante. Pueden seleccionarse codones para optimizar el nivel de produccion del transcrito de LmPDE o la
proteina de LmPDE en un hospedador de expresion procariota o eucariota particular, de acuerdo con la frecuencia de
codones utilizados por la célula hospedadora. Las razones alternativas para alterar la secuencia de nucledtidos que
codifica una proteina de LmPDE incluyen la produccién de transcritos de ARN que tienen propiedades méas deseables,
tales como una semivida prolongada o estabilidad aumentada.

Tablal
Aminoacido Simbolo | Simbolo de Una Letra Codones
Alanina Ala A GCU, GCC, GCA, GCG
Cisteina Cys C UGU, UGC
Acido Aspartico Asp ) GAU, GAC
Acido Glutamico Glu E GAA, GAG
Fenilalanina Phe F Uuu, uucC
Glicina Gly G GGU, GGC, GGA, GGG
Histidina His H CAU, CAC
Isoleucina He | AUU, AUC, AUA
Lisina Lys K AAA, AAG
Leucina Leu L UUA, UUG, CUU, CUC, CUA, CUG
Metionina Met M AUG
Asparagina Asn N AAU, AAC
Prolina Pro P CCU, CCC, CCA, CCG
Glutamina Gin Q CAA, CAG
Arginina Arg R CGU, CGC, CGA, CGG, AGA, AGG
Serina Ser S UCU, UCC, UCA, UCG, AGU, AGC
Treonina Thr T ACU, ACC, ACA, ACG
Valina Val \% GUU, GUC, GUA, GUG
Triptofano Trp W UGG
Tirosina Tyr Y UAU, UAC

[0085] La presente invencién proporciona adicionalmente nuevos polinucleétidos purificados y aislados (es decir
secuencias de ADN y fragmentos de las mismas), que pueden estar en forma aislada, incluyendo transcritos de ADN y
ARN (cadenas tanto sentido como antisentido complementarias) que codifican LmPDE, hibridos de ADN/ARN vy
moléculas relacionadas. Las moléculas de acido nucleico de la presente invencién incluyen secuencias de nucleotidos
sustancialmente idénticas o complementarias a las secuencias de nucle6tidos de LmPDE descritas en la presente
memoria.

[0086] La invencion abarca moléculas gendmicas, de ADNc, ribozimas y antisentido asi como é&cidos nucleicos basados
en cadena principal alternativa y que incluyen bases alternativas y restos de azucares modificados, derivados de fuentes
naturales o sintetizados completa o parcialmente. Como se usa en la presente memoria, ADN sintetizado
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“completamente” significa que el ADN se produce completamente por medios quimicos y sintetizado “parcialmente”
significa que solo partes del ADN resultante se producen por sintesis quimica. Las moléculas antisentido pueden ser
ARN u otras moléculas, incluyendo acidos péptido nucleicos (PNA) o moléculas no de acido nucleico tales como
derivados de fosforotioato (descritas en mayor detalle posteriormente) que se unen especificamente a ADN o ARN de
una manera dependiente de par de bases. Un experto en la materia puede obtener facilmente estas clases de
moléculas de acidos nucleicos usando las secuencias descritas en la presente memoria.

[0087] La presente invencidn proporciona adicionalmente secuencias de nucleétidos que hibridan de forma selectiva
con secuencias de nucleétidos de LmPDE en condiciones de hibridacién altamente rigurosas. Tipicamente, la
hibridacion en condiciones convencionales altamente rigurosas se producira entre dos moléculas de acido nucleico
complementarias que difieran en complementariedad de secuencia de aproximadamente el 70% a aproximadamente el
100%. Resulta inmediatamente evidente para un experto en la materia que la hibridaciéon altamente rigurosa entre
moléculas de acidos nucleicos depende de, por ejemplo, el grado de identidad, el rigor de la hibridacion y la longitud de
las cadenas que hibridan. Los métodos y férmulas para llevar a cabo hibridaciones altamente rigurosas se conocen bien
en la técnica y pueden encontrarse, por ejemplo, en Sambrook, et al. (2001) Molecular Cloning: A Laboratory Manual
(Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, NY).

[0088] En general, son condiciones de hibridacion rigurosas las que: (1) emplean fuerza i6nica baja y alta temperatura
para el lavado, por ejemplo, NaCl 0,015 M, citrato sédico 0,0015 M y SDS al 0,1% a 50°C; o (2) emplean un agente
desnaturalizante durante la hibridacién tal como formamida, por ejemplo, formamida al 50% (vol/vol) con albumina de
suero bovino al 0,1%, Ficoll al 0,1%, polivinilpirrolidona al 0,1%, tamp6n de fosfato sédico 50 mM a pH 6,5 con NaCl 750
mM y citrato sédico 75 mM a 42°C.

[0089] Otro ejemplo de condiciones rigurosas es el uso de formamida al 50%, SSC 5x (NaCl 0,75 M, citrato sddico
0,075 M), fosfato sédico 50 mM (pH 6,8), pirofosfato sédico al 0,1%, solucion de Denhardt 5x, ADN de esperma de
salmén sonicado (50 mg/ml), SDS al 0,1% y sulfato de dextrano al 10% a 42°C, con lavados a 42°C en SSC 0,2x y SDS
al 0,1%. Un experto en la materia puede determinar facilmente y variar las condiciones de rigor de forma apropiada para
obtener una sefial de hibridacion clara y detectable. Los intervalos tipicos de condiciones rigurosas incluyen: (1) bajo
rigor (SSC 2x /SDS 0,1% (p/v), temperatura ambiente), (2) rigor moderado (SSC 0,2x/SDS 0,1% (p/v), 42°C) y (3) alto
rigor (SSC 0,1x/SDS 0,1% (p/v), 68°C).

[0090] La presente invencion proporciona moléculas de ARN que codifican polipéptidos de LmPDE. En particular, las
moléculas de ARN de la invencién pueden aislarse con longitud completa o como moléculas de ARNm parciales u
oligdmeros de ARN que codifican un polipéptido de LmPDE.

[0091] Las moléculas de acido nucleico de la invencion también incluyen moléculas de &cido nucleico derivadas que
difieren de moléculas de ADN o ARN y moléculas antisentido. Las moléculas derivadas incluyen acidos péptido
nucleicos (PNA) y moléculas no de acido nucleico que incluyen moléculas de fosforotioato, fosfotriéster, fosforamidato y
metilfosfonato, que se unen a ADN o ARN monocatenario de una manera dependiente de par de bases (Zamecnik et al.
(1978) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 75, 280-284; Goodchild et al. (1986) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 83, 4143-4146).

[0092] Las moléculas de acido péptido nucleico comprenden un oligdmero de &cido nucleico al que se ha afadido un
resto de aminoécido, tal como lisina y un grupo amino. Estas moléculas pequefias (también conocidas como agentes
antigénicos) detienen la elongacion del transcrito mediante su unién a su cadena complementaria (molde) de &cido
nucleico (Nielsen et al., (1993) Anticancer Drug Des. 8, 53-63). Pueden encontrarse revisiones de métodos para sintesis
de ADN, ARN y sus analogos en Oligonucleotides and Analogues (ed. F. Eckstein (1991) IRL Press, Nueva York) y
Oligonucleotide Synthesis (ed. M. J. Gait (1984) IRL Press, Oxford, Inglaterra). Adicionalmente, se describen métodos
para tecnologia de ARN antisentido en las patentes de Estados Unidos N° 5.194.428 y 5.110.802. Un experto en la
materia puede obtener facilimente estas clases de moléculas de acido nucleico usando las secuencias de nucleétidos de
LmPDE descritas en la presente memoria (véase, por ejemplo, Innovative and Perspectives in Solid Phase Synthesis
(1992) Egholm, et al. pags. 325-328, o la Patente de Estados Unidos N° 5.539.082).

[0093] Las realizaciones de moléculas de acido nucleico de LmPDE de la invencién incluyen cebadores de ADN y ARN
que permiten la amplificacion especifica de secuencias de LmPDE o de cualquier fragmento de las mismas y sondas
que hibridan de forma selectiva o especifica con secuencias de LmPDE o con cualquier fragmento de las mismas. Como
se usa en la presente memoria, la amplificacion se refiere a la produccion de copias adicionales de una secuencia de
acido nucleico y se lleva a cabo generalmente usando tecnologia de reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) que se
conoce bien en la técnica (Dieffenbach et al. (1995) PCR Primer, a Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Press,
Plainview, NY). Las sondas de acido nucleico pueden marcarse con un marcador detectable. Ejemplos de un marcador
detectable incluyen, pero sin limitacién, un radiois6topo, un compuesto fluorescente, un compuesto bioluminiscente, un
compuesto quimioluminiscente, un quelador metélico o una enzima. La tecnologia para generar sondas de ADN y ARN
marcadas se conoce bien en la técnica (véase, por ejemplo, Sambrook et al. (1989) in Molecular Cloning).

Moléculas de Acido Nucleico Recombinantes que Codifican el LmPDE

[0094] La invencion también incluye moléculas de &cido nucleico recombinante que codifican polipéptidos de LmPDE.
Dichas moléculas pueden tener secuencias reguladoras unidas operativamente a las secuencias de nucleétidos de
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LmPDE de la invencion.

[0095] La presente invencion también abarca moléculas de acido nucleico recombinantes tales como moléculas de ADN
(ADNr) que comprenden secuencias de nucleétidos que codifican polipéptidos de LmPDE. Como se usa en la presente
memoria, una molécula de ADNr es una molécula de ADN que se ha sometido a manipulacién molecular in vitro. Los
métodos para generar moléculas de ADNr se conocen bien en la técnica (véase, por ejemplo, Sambrook et al. (1989)
Molecular Cloning, mencionado anteriormente). En una realizaciéon de la presente invencion, las secuencias de ADNr
gue codifican un polipéptido de LmPDE, o fragmentos del mismo, estan unidas operativamente a una o mas secuencias
de control de la expresién y/o secuencias vector.

Vectores que Comprenden las LmPDE Nuevas

[0096] Las moléculas de acido nucleico de la presente invencion pueden ser moléculas recombinantes, comprendiendo
cada una la secuencia, o parte de la misma, de una secuencia de nucleétidos de LmPDE unida a una secuencia de
nucledtidos que no es de LmPDE. Por ejemplo, la secuencia de LmPDE puede unirse operativamente a un vector para
generar una molécula recombinante.

[0097] Un posible vector para la expresion es un vector que se replica de forma auténoma que comprende un replicén
que dirige la replicacién del ADNr dentro de la célula hospedadora apropiada. Como alternativa, el vector dirige la
integracion del vector recombinante en una célula hospedadora. También pueden usarse diversos vectores virales, tales
como varios vectores retrovirales, adenovirales y virales adenoasociados (AAV) bien conocidos (Berkner (1988)
Biotechniques 6, 616-629).

[0098] Los vectores de la presente invencion pueden permitir la expresion de un transcrito o secuencia polipeptidica de
LmPDE en células hospedadoras procariotas o eucariotas. Dichos vectores incluyen vectores de expresion que
comprenden un elemento de control de la expresion, descrito anteriormente. Los vectores usados para la expresiéon de
las secuencias de nucle6tidos de LmPDE en células hospedadoras eucariotas pueden incluir elementos de control de la
expresion tales como el promotor de polihedrina de baculovirus para la expresion en células de insecto. Otros posibles
elementos de control de la expresion incluyen promotores o potenciadores derivados de los genomas de células
vegetales (por ejemplo, genes de choque térmico, de RUBISCO, de proteinas de almacenamiento), promotores virales o
secuencias lider de virus vegetales y promotores o potenciadores de los genes de mamifero o de virus de mamifero.

[0099] También pueden requerirse sefiales de iniciacién especificas para una traduccion eficaz de las secuencias de
nucledtidos de LmPDE. Estas sefiales incluyen el coddn de iniciacién ATG y secuencias adyacentes. En los casos en
los que se inserta un coddn de iniciacion de LmPDE y secuencias cadena arriba en el vector de expresién apropiado,
puede no necesitarse sefiales de control de la traduccion adicionales. Sin embargo, en casos en los que solamente se
inserta la secuencia codificante (o una parte de la misma), deben proporcionarse sefiales de control traduccional
exdgenas que incluyen el coddn de iniciacion ATG. Ademas, el codon de iniciacion debe estar en la fase de lectura
correcta para asegurar la traduccion del inserto completo. Los elementos traduccionales y codones de iniciacion
exdgenos pueden ser de diversos origenes, tanto naturales como sintéticos. La eficacia de la expresién puede
potenciarse por la inclusién de potenciadores apropiados para el sistema celular en uso (Scharf et al (1994) Results
Probl. Cell. Differ. 20,125-162; Bittner et al. (1987) Methods in Enzymol. 153, 516-544).

[0100] Un posible vector incluye al menos un gel indicador seleccionable que codifica un producto génico que confiere
resistencia a farmaco tal como resistencia a ampicilina o tetraciclina. El vector también puede comprender mdultiples
sitios de restriccion de endonucleasas que permiten una inserciéon conveniente de secuencias de ADN exdgeno. Los
métodos para generar un vector de expresion recombinante que codifica una proteina de LmPDE de la invencién se
conocen bien en la técnica (véase, por ejemplo, Sambrook et al. (2001) Molecular Cloning, A Laboratory Manual, Cold
Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, NY y Ausubel (1989) Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley
& Sons, Nueva York NY).

[0101] Los vectores de la presente invencién para generar transcritos de LmPDE y/o los polipéptidos de LmPDE
codificados pueden ser vectores de expresion que son compatibles con células hospedadoras procariotas. Los vectores
de expresién de células procariotas se conocen bien en la técnica y estan disponibles de varias fuentes comerciales.
Por ejemplo, pueden usarse los vectores pET (por ejemplo, pET-21, Novagen Corp.), vectores pQE (Qiagen,
Chatsworth, CA), fagémido BLUESCRIPT (Stratagene, LaJolla, CA), pSPORT (Gibco BRL) o hibridos ptrp-lac para
expresar polipéptidos de LmPDE en células hospedadoras bacterianas.

[0102] Como alternativa, los vectores de expresion de la presente invencion para generar transcritos de LmPDE y/o los
polipéptidos de LmPDE codificados pueden ser vectores de expresion que son compatibles con células hospedadoras
eucariotas, tal como células de vertebrados. Los vectores de expresion de células eucariotas se conocen bien en la
técnica y estan disponibles de varias fuentes comerciales. Dichos vectores pueden contener sitios de restriccion
convenientes para la insercion del segmento de ADN deseado. Son tipicos de dichos vectores PSVL y pKSV-10
(Pharmacia), pBPV-1/pML2d (International Biotechnologies, Inc.), pTDT1 (ATCC, N° 31255) y vectores de expresion
eucariotas similares.
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Sistemas de Hospedador-Vector que Comprenden LmPDE

[0103] La invencién proporciona adicionalmente un sistema de hospedador-vector que comprende un vector, plasmido,
fagémido o césmido que comprende una secuencia de nucleétidos de LmPDE, o un fragmento de la misma, introducido
en una célula hospedadora adecuada. Pueden utilizarse una diversidad de sistemas de expresion vector/hospedador
para portar y expresar secuencias de nucleétidos de LmPDE. El sistema hospedador-vector puede usarse para expresar
(por ejemplo, producir) polipéptidos de LmPDE codificados por secuencias de nucleétidos de LmPDE. La célula
hospedadora puede ser procariota o eucariota. Los ejemplos de células hospedadoras procariotas adecuadas incluyen
cepas bacterianas de géneros tales como Escherichia, Bacillus, Pseudomonas, Streptococcus, y Streptomyces. Los
ejemplos de células hospedadoras eucariotas adecuadas incluyen células de levadura, células vegetales o células
animales tales como células de mamiferos y células de insectos. Varias posibles realizaciones proporcionan un sistema
de hospedador-vector que comprende el vector pcDNA3 (Invitrogen, Carlsbad, CA) en células de mamifero COS-7, el
vector pGEX (Promega, Madison, WI) en células bacterianas, el vector pLT1 (S. Kunz, no publicado) en células de
Saccharomyces cerevisiae o el vector de baculovirus pFastBac HT (Gibco/BRL) en células de insecto Sf9 (ATCC,
Manassas, VA).

[0104] La introduccién de las moléculas de ADN recombinante de la presente invenciéon en una células hospedadora
apropiada puede conseguirse mediante métodos bien conocidos que dependen del tipo de vector y sistema hospedador
empleados. Por ejemplo, se introducen células hospedadoras procariotas (por ejemplo, transformadas) con moléculas
de &acido nucleico por electroporacion o métodos de tratamiento con sal (véase, por ejemplo, Cohen et al. (1972) Proc
Natl Acad Sci USA 69, 2110; Sambrook et al. (1989) Molecular Cloning, mencionado anteriormente). Pueden
transformarse células de vertebrados con vectores que contienen ADN recombinantes por diversos métodos, incluyendo
electroporacion o tratamiento con lipidos cationicos o sal (Graham et al. (1973) Virol. 52,456; Wigler et al. (1979) Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 76,1373-1376).

[0105] Las células transformadas con éxito, es decir, células que contienen una molécula de ADNr de la presente
invencion, pueden identificarse por técnicas bien conocidas en la materia. Por ejemplo, las células resultantes de la
introduccion de ADN recombinante de la presente invencion se seleccionan y clonan para producir colonias Unicas. Las
células de esas colonias se recogen, se lisan y se examina su contenido de ADN con respecto a la presencia del ADNr
usando un método tal como el descrito por Southern (1975) J. Mol. Biol. 98, 503, o Berent et al. (1985) Biotech. 3, 208.
Las proteinas producidas de la célula pueden también ensayarse mediante un ensayo bioquimico o un método
inmunoldgico.

[0106] En sistemas bacterianos, pueden seleccionarse varios vectores de expresion dependiendo del uso pretendido
para los polipéptidos de LmPDE. Por ejemplo, cuando se necesitan grandes cantidades de LmPDE para la induccién de
anticuerpos, pueden ser deseables vectores que dirigen un alto nivel de expresion de proteinas de fusién que son
solubles y facilmente purificables. Dichos vectores incluyen, pero sin limitacion, vectores de clonacién y expresion de E.
coli multifuncionales tales como BLUESCRIPT (Stratagene, San Diego, CA), en los que una secuencia de nucleétidos
de LmPDE puede estar ligada en fase con secuencias para el Met amino terminal y los 7 restos posteriores de f3-
galactosidasa de modo que se produce una proteina hibrida; vectores pIN (Van Heeke & Schuster (1989) J. Biol. Chem.
264, 5503-5509) y similares. También pueden usarse los vectores pGEX (Promega, Madison, WI) para expresar
polipéptidos de LmPDE como proteinas de fusién con glutation S-transferasa (GST). En general, dichas proteinas de
fusion son solubles y pueden purificarse facilmente a partir de células lisadas mediante adsorcion a perlas de glutation-
agarosa seguido de elucion en presencia de glutation libre. Las proteinas preparadas en dichos sistemas se disefian
para incluir sitios de escisién de heparina, trombina o proteasa de factor XA de modo que la proteina clonada de interés
pueda liberarse del resto de GST a voluntad.

[0107] En levadura (Saccharomyces cerevisiae) pueden usarse varios vectores que contienen promotores constitutivos
o inducibles tales como factor beta, alcohol oxidasa y PGH. Para revisiones, véase Ausubel et al. (mencionado
anteriormente) y Grant et al. (1987) Methods in Enzymology 153, 516-544.

[0108] En los casos en los que se usen vectores de expresion en plantas, la expresion de una secuencia que codifica un
polipéptido de LmPDE puede dirigirse por varios promotores diferentes. Por ejemplo, promotores virales tales como los
promotores 35S y 19S de CaMV (Brisson et al. (1984) Nature 310, 511-514) pueden usarse solos 0 en combinacion con
la secuencia lider omega de TMV (Takamatsu et al. (1987) EMBO J 6, 307-311). Como alternativa, pueden usarse
promotores vegetales tales como la subunidad pequefia de RUBISCO (Coruzzi et al (1984) EMBO J 3, 1671-1680;
Broglie et al. (1984) Science 224, 838-843), o promotores de choque térmico (Winter et al. (1991) Results Probl. Cell
Differ. 17, 85-105). Estas construcciones pueden introducirse en células vegetales por transformacién con ADN directa o
transfeccion mediada por patdégeno. Para revisiones de dichas técnicas, véase Hobbs (1992) McGraw Yearbook of
Science and Technology, McGraw Hill Nueva York N. Y., pags. 191-196; o Weissbach y Weissbach (1988) Methods for
Plant Molecular Biology, Academic Press, Nueva York N. Y., pags. 421-463.

[0109] Un sistema de expresién alternativo que puede usarse para expresar polipéptidos de LmPDE es un sistema de
insectos. En un sistema tal, se usa el virus de la polihedrosis nuclear de Autographa californica (AcNPV) como un vector
para expresar genes ajenos en células de Spodoptera frugiperda o en larvas de Trichoplusia (Smith et al. (1983) J. Virol.
46, 584; Engelhard et al. (1994) Proc. Nat. Acad. Sci. USA 91, 3224-3227). La secuencia que codifica un polipéptido de
LmPDE puede clonarse en una regiéon no esencial del virus, tal como el gen de polihedrina, y ponerse bajo el control del
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promotor de polihedrina. La insercién exitosa de una secuencia de nucleétidos de LmPDE hara al gen de polihedrina
inactivo y producira virus recombinantes que carecen de proteina de cubierta. Los virus recombinantes se usan después
para infectar células de S. frugiperda o larvas de Trichoplusia en las que se expresa el polipéptido de LmPDE.

[0110] En células hospedadoras de mamifero, se utilizan varios sistemas de expresién basados en virus. En casos en
los que se usa un adenovirus como vector de expresion, una secuencia de nucleétidos de LmPDE se liga a un vector de
traduccion/traduccion de adenovirus que consiste en el promotor tardio y la secuencia lider tripartita. La insercion en una
region no esencial E1 o E3 del genoma viral da como resultado un virus viable (Logan et al. (1984) Proc Natl. Acad. Sci.
USA 81, 3655-3659) capaz de expresar una proteina de LmPDE en células hospedadoras infectadas. Ademas, pueden
usarse potenciadores de la transcripcion, tales como el potenciador del virus del sarcoma de rous (RSV), para aumentar
la expresion en células hospedadoras de mamifero.

[0111] Una cepa de células hospedadoras también se puede seleccionar por su capacidad para modular la expresion de
las secuencias de nucledtidos de LmPDE insertadas o para procesar el polipéptido de LmPDE expresado de una
manera particular. Dichas modificaciones de polipéptidos de LmPDE incluyen, sin limitacion, acetilacién, carboxilacién,
glucosilacion, fosforilacion, lipidacion y acilacién. El procesamiento post-traduccional que escinde una forma precursora
de la proteina también puede ser importante para una insercion, plegamiento y/o funcién correctas. Diferentes células
hospedadoras tales como CHO, HelLa, MDCK, 293, WI38, etc. tienen maquinaria celular especifica y mecanismos
caracteristicos para dichas actividades post-traduccionales y pueden seleccionarse para asegurar la modificacion y
procesamiento correctos de la proteina ajena introducida.

[0112] Para una produccién a largo plazo de alto rendimiento de proteinas recombinantes, se prefiere expresion estable.
Por ejemplo, las lineas celulares que expresan de forma estable polipéptidos de LmPDE se transforman usando
vectores de expresion que contienen origenes de replicacion virales o elementos de expresion enddgena y un gen
indicador seleccionable. Después de la introduccion del vector, las células se cultivan en un medio enriquecido antes de
cambiar a medio selectivo. El propdsito del marcador seleccionable es conferir resistencia a la seleccion y su presencia
permite el crecimiento y recuperacion de las células que expresan de forma exitosa las secuencias introducidas. Se
puede hacer que los grupos resistentes de células transformadas de forma estable proliferen usando técnicas de cultivo
tisular apropiadas para el tipo de células usado.

[0113] Puede usarse cualquier numero de sistemas de seleccién para recuperar lineas celulares transformadas. Estos
incluyen, sin limitacion, los genes de la timidina quinasa del virus de herpes simple (tk) (Wigler et al. (1977) Cell 11, 223-
232) o de la adenina fosforribosiltransferasa (aprt) (Lowy et al. (1980) Cell 22, 817-823) que pueden emplearse en
células tk-menos o aprt-menos, respectivamente. También puede usarse resistencia a antimetabolitos, antibiéticos o
herbicidas como la base para la seleccion. Los ejemplos incluyen: dhfr que confiere resistencia a metotrexato (Wigler et
al. (1980) Proc Natl Acad Sci USA 77, 3567-3570); npt, que confiere resistencia a la neomicina de aminoglucésidos y G-
418 (Colbere-Garapin et al. (1981) J. Mol. Biol. 150,1-14) y también pat, que confiere resistencia a clorosulfaron y
fosfinotricina acetiltransferasa, respectivamente (Murry, mencionado anteriormente).

[0114] Se han descrito genes seleccionables adicionales, por ejemplo UpB, que permite a las células utilizar indol en
lugar de triptéfano, o hisD, que permite a las células utilizar histinol en lugar de histidina (Hartman et al. (1988) Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 85, 8047-8051). Recientemente, el uso de marcadores visibles ha ganado popularidad. Dichos
marcadores incluyen antocianinas, B-glucuronidasa y su sustrato, GUS vy luciferasa y su sustrato, luciferina. Estos
marcadores se usan ampliamente no solamente para identificar transformantes sino también para cuantificar la cantidad
de expresioén proteica transitoria o estable atribuible a un sistema de vector especifico (Rhodes et al. (1995) Methods
Mol. Biol. 55,121-131).

Anticuerpos Reactivos Frente a polipéptidos de LmPDE

[0115] La presente invencidon también proporciona anticuerpos que se unen a los LmPDE de la invencion. Estos
anticuerpos pueden usarse para propositos de diagnoéstico y terapéuticos.

[0116] La invencion proporciona anticuerpos, tales como anticuerpos policlonales, monoclonales, quiméricos,
humanizados y humanos, asi como fragmentos de los mismos (por ejemplo, Fab), que se unen a polipéptidos de
LmPDE. Dichos anticuerpos pueden unirse de forma selectiva a un polipéptido de LmPDE pero no se uniran (o se
uniran débilmente) a una proteina que no sea LmPDE. Estos anticuerpos pueden ser de cualquier fuente, por ejemplo,
conejo, oveja, rata, perro, gato, cerdo, caballo, raton y ser humano.

[0117] Como entenderan los expertos en la materia, los epitopos de un polipéptido de LmPDE a los que se dirige un
anticuerpo pueden variar con la aplicacion pretendida. Los polipéptidos de LmPDE pueden ser dianas para métodos
terapéuticos tales como terapia de anticuerpo dirigido e inmunoterapia para tratar afecciones asociadas con la presencia
0 ausencia de una LmPDE de la invencién. Adicionalmente, algunos de los anticuerpos de la invencion pueden ser
anticuerpos de internalizacion, que se internalizan (por ejemplo, entran) en la célula antes o después de la unién. Los
anticuerpos de internalizacién son utiles para inhibir el crecimiento celular y/o inducir la muerte celular y para detectar o
dirigir las LmPDE dentro de células dafiadas o que estdn muriendo.

[0118] La invencion también abarca fragmentos de anticuerpo que reconocen especificamente un polipéptido de
LmPDE. Como se usa en la presente memoria, un fragmento de anticuerpo se define como al menos una porcion de la
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region variable de la molécula de inmunoglobulina que se une a su diana, es decir, la regién de unién a antigeno. Parte
de la region constante de la inmunoglobulina puede estar incluida. Los fragmentos de los anticuerpos monoclonales o
los antisueros policlonales incluyen Fab, F(ab’), fragmentos de Fv, anticuerpos de cadena sencilla y proteinas de fusion
que incluyen la parte inmunolégicamente significativa (es decir, una parte que reconoce y se une a una LmPDE).

[0119] Los anticuerpos quiméricos de la invencion pueden ser moléculas de inmunoglobulina que comprenden al menos
dos partes de anticuerpo de diferentes especies, por ejemplo una parte humana y no humana. La invencion también
proporciona anticuerpos quiméricos que tienen diferentes funciones efectoras (Neuberger et al. (1984) Nature 312, 604),
regiones constantes de inmunoglobulina de otras especies y regiones constantes de otra cadena de inmunoglobulina
(Sharon et al. (1984) Nature 309, 364; Tan et al. (1985) J. Immunol. 135, 3565-3567). Se han descrito procedimientos
adicionales para modificar moléculas de anticuerpo y para producir moléculas de anticuerpo quimérico usando
recombinacién homéloga para modificacion de gen diana (Fell et al. (1989) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86, 8507-8511).

[0120] Los anticuerpos humanizados dirigidos contra polipéptidos de LmPDE también son Utiles. Pueden prepararse
anticuerpos humanizados de acuerdo con varios métodos conocidos en la técnica (Teng et al. (1983) Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 80, 7308-7312; Kozbor et al. (1983) Immunology Today 4, 7279; Olsson et al. (1982) Meth. Enzymol. 92, 3-16).

[0121] Se conocen bien en la técnica diversos métodos para la preparacion de anticuerpos. Por ejemplo, pueden
prepararse anticuerpos mediante la inmunizacién de un hospedador mamifero adecuado con un inmundégeno tal como
un polipéptido de LmPDE aislado (Harlow (1989) Antibodies, Cold Spring Harbor Press, NY). Ademas, también pueden
usarse proteinas de LmPDE como inmundégenos, tal como una LmPDE fusionada con GST, Ig humana o proteinas de
fusiébn marcadas con His. Las células que expresan o sobreexpresan polipéptidos de LmPDE también pueden usarse
para inmunizaciones. Esta estrategia puede dar como resultado la produccién de anticuerpos monoclonales con
capacidades mejoradas para el reconocimiento de polipéptidos LmPDE endégenos (Harlow et al. (1988) Antibodies: A
Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Press).

[0122] La invencion también proporciona anticuerpos humanos. Existen varias estrategias bien conocidas que podria
usar un experto en la materia para producir anticuerpos recombinantes humanos. Una es la generacién de anticuerpos
usando tecnologias de presentacion de fagos (Low et al. (1996). J Mol Biol 260(3): 359-368; Winter et al. (1994). Annu
Rev Immunol 12:433-455). Especificamente, se usa ARN humano para producir una biblioteca de ADNc de fragmentos
de cadena pesada y ligera de anticuerpos expresados en la superficie de un bacteriéfago. Estas bibliotecas pueden
usarse para explorar el antigeno de interés. El fago que se une, debido a un anticuerpo expresado en la superficie,
puede aislarse después. EI ADN que codifica las regiones variables se secuencia y clona para la expresién de
anticuerpos.

[0123] Otro método para producir anticuerpos humanos emplea ratones “humanizados”. Se han reemplazado los genes
de los propios anticuerpos de estos ratones transgénicos con una parte del complejo génico de anticuerpos humanos de
modo que tras la inoculacién con un antigeno producen anticuerpos humanos (Green et al. (1994) Nat. Genet. 7:13-21;
Low et al. (1996). J Mol Biol 260(3): 359-368; Wagner et al. (1994) Eur. J. Immunol. 24(11): 2672-2681; Wagner et al.
(1994) Nuc. Acids Res. 22(8): 1389-1393; Winter et al. (1994) Annu Rev. Immunol. 12: 433-455). Las células
productoras de anticuerpos que resultan pueden después incorporarse en la tecnologia de hibridoma convencional para
el establecimiento de lineas celulares productoras de anticuerpo monoclonal especificas.

[0124] Los anticuerpos humanos recombinantes también se producen por aislamiento de linfocitos B productores de
anticuerpos de voluntarios humanos que tienen una respuesta robusta frente a antigeno de interés. Usando seleccion
de células activada por fluorescencia (FACS) y antigeno marcado con fluorescencia, pueden separarse las células que
producen los anticuerpos dirigidos contra el antigeno de las otras células. Puede extraerse el ARN a continuacién y
determinarse la secuencia de las regiones variables del anticuerpo reactivo (Kantor et al. (1995) Ann. N. Y. Acad. Sci.
764: 224-227, Wang et al. (2000) J. Immunol. Methods 244: 217-225). La secuencia de ADN de las regiones variables
funcionales puede sintetizarse o clonarse en vectores de expresion de mamiferos para producir anticuerpos
recombinantes humanos a gran escala.

[0125] La secuencia de aminoacidos de polipéptidos de LmPDE puede usarse para seleccionar regiones especificas de
una proteina de LmPDE para generar anticuerpos. Por ejemplo, pueden usarse andlisis de hidrofobicidad e hidrofilia de
una secuencia de aminoacidos de LmPDE para identificar regiones hidréfilas en una estructura proteica de LmPDE. Las
regiones de un polipéptido de LmPDE que muestran estructura inmunogénica, asi como otras regiones y dominios,
pueden identificarse facilmente usando diversos métodos diferentes conocidos en la técnica tales como analisis Chou-
Fasman, Garnier-Robson, Kyte-Doolittle, Eisenberg, Karplus-Schultz o Jameson-Wolf (Rost et al. (1994) Protein 19, 55-
72).

[0126] Los métodos para preparar una proteina para su uso como un inmundgeno y para preparar conjugados
inmunogénicos de una proteina con un vehiculo tal como BSA, KLH u otras proteinas vehiculo se conocen bien en la
técnica. Las técnicas para conjugar o unir agentes terapéuticos a anticuerpos se conocen bien (Amon et al. (1985)
"Monoclonal Antibodies For Immunotargeting Of Drugs In Cancer Therapy"”, Monoclonal Antibodies And Cancer
Therapy, Reisfeld et al. (eds.) pags. 243-56, Alan R. Liss, Inc; Hellstrom et al. (1987) "Antibodies For Drug Delivery",
Controlled Drug Delivery (22 Ed.), Robinson et al. (eds.) pags. 623-53, Marcel Dekker, Inc.; Thorpe (1985) "Antibody
Carriers Of Cytotoxic Agents In Cancer Therapy: A Review", Monoclonal Antibodies '84 - Biological And Clinical
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Applications, Pinchera et al. (eds.) pags. 475-506; Thorpe et al. (1982) "The Preparation And Cytotoxic Properties Of
Antibody-Toxin Conjugates”, Immunol. Rev. 62,119-158; y Sodee et al. (1997), Clin. Nuc. Med. 21, 759-766). En algunas
circunstancias, por ejemplo, puede usarse conjugacion directa usando reactivos de carbodiimida; en otros casos pueden
ser eficaces reactivos de unién como los proporcionados por Pierce Chemical Co., Rockford, IL.

[0127] La administracion de un inmunégeno de LmPDE se realiza generalmente por inyeccion durante un periodo de
tiempo adecuado y con el uso de un adyuvante adecuado, como se entiende generalmente en la técnica. (Harlow et al.
(1988) Antibodies: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Press). Durante el programa de inmunizacion, pueden
tomarse titulos de anticuerpos para determinar si la formacion de anticuerpo es suficiente.

[0128] Aunque los antisueros policlonales producidos de este modo pueden ser satisfactorios para algunas
aplicaciones, se prefieren preparaciones de anticuerpos monoclonales para composiciones farmacéuticas. Las lineas
celulares inmortalizadas que secretan un anticuerpo monoclonal deseado pueden prepararse usando el método
convencional de Kohler y Milstein (Nature 256, 495-497) o modificaciones que efectlian inmortalizacion de linfocitos o
células del bazo, como se conoce generalmente en la técnica. Las lineas celulares inmortalizadas que secretan los
anticuerpos deseados se exploran mediante inmunoensayo en el que el antigeno es un polipéptido de LmPDE. Cuando
el cultivo de células inmortalizadas apropiado que secreta el anticuerpo deseado se identifica, las células pueden
cultivarse in vitro o por produccién en liquido ascitico. Los anticuerpos monoclonales deseados se recuperan después
del sobrenadante del cultivo o del sobrenadante del liquido ascitico.

[0129] Los anticuerpos o fragmentos también pueden producirse por medios recombinantes. Las regiones de anticuerpo
que se unen especificamente a las regiones deseadas de un polipéptido de LmPDE también pueden producirse en el
contexto de anticuerpos quiméricos de origen de multiples especies.

[0130] Los anticuerpos de la invencion pueden unirse especificamente a polipéptidos de LmPDE. En una realizacion, los
anticuerpos de LmPDE pueden unirse especificamente al dominio GAF de una proteina LmPDE. En otra realizacion, los
anticuerpos de la invencion pueden unirse especificamente al dominio C terminal de una proteina LmPDE. En una
realizacion adicional, los anticuerpos pueden unirse especificamente al domino catalitico de PDE de un polipéptido de
LmPDE. En otras realizaciones, los anticuerpos de la presente invencién pueden unirse a otros dominios de un
polipéptido de LmPDE, por ejemplo los anticuerpos pueden unirse al domino N terminal de un polipéptido de LmPDE.

Uso de Anticuerpos Contra LmPDE

[0131] Pueden usarse polipéptidos de LmPDE para inducir la generacion de anticuerpos, incluyendo fragmentos, que se
unen especificamente a un epitopo asociado con un polipéptido de LmPDE, usando métodos descritos en la presente
memoria (Kohler et al. mencionado anteriormente). Los anticuerpos que son imunorreactivos con dominios o regiones
seleccionadas de un polipéptido de LmPDE son particularmente Utiles. En una realizacién, se usan anticuerpos de
LmPDE para explorar bibliotecas de expresion para obtener polipéptidos relacionados con polipéptidos de LmPDE (por
ejemplo, homélogos).

[0132] En otra realizacion, se usan anticuerpos de LmPDE para enriquecer o purificar polipéptidos de LmPDE de una
muestra que tiene una poblacion heteréloga de polipéptidos. Los métodos de enriquecimiento y purificacion incluyen
técnicas convencionales, tales como métodos de inmunoafinidad. En general, los métodos de inmunoafinidad incluyen
las siguientes etapas: preparar una matriz de afinidad ligando una matriz de soporte sélido con un anticuerpo de
LmPDE, uniéndose la matriz de afinidad ligada especificamente con un polipéptido de LmPDE; poner en contacto la
matriz de afinidad ligada con la muestra en condiciones que permiten a un polipéptido de LmPDE en la muestra unirse a
la matriz de afinidad ligada; eliminar los polipéptidos no LmPDE que no se unieron a la matriz de afinidad ligada,
enrigueciendo de este modo o purificando un polipéptido de LmPDE. Una etapa adicional puede incluir eluir un
polipéptido de LmPDE de la matriz de afinidad. Las etapas y condiciones generales para enriquecimiento de afinidad
para una proteina o complejo proteico deseados pueden encontrarse en Antibodies: A Laboratory Manual (Harlow et al.
(1988) CSHL, Cold Spring, NY).

[0133] Ademas, existen multiples usos de diagndstico de los anticuerpos de la invencion. La invencidn proporciona
métodos para diagnosticar en un sujeto, por ejemplo, un animal o un sujeto humano, una enfermedad asociada con la
presencia o deficiencia de al menos un polipéptido de LmPDE. En una realizacion, el método comprende determinar
cuantitativamente la cantidad de al menos un polipéptido de LmPDE en la muestra (por ejemplo, muestra celular o de
fluido bioldgico) usando uno cualquiera o una combinacion de los anticuerpos de la invencion. La cantidad determinada
de este modo puede compararse después con la cantidad en una muestra de un sujeto normal. La presencia de una
cantidad apreciablemente diferente en la muestra (es decir, la cantidad de un polipéptido de LmPDE en la muestra de
ensayo excede o se reduce de la cantidad de un polipéptido de LmPDE en una muestra normal) indica la presencia de
la enfermedad.

[0134] Los anticuerpos anti-LmPDE de la invencion también pueden ser dtiles en metodologias de formacion de
imagenes de diagndstico, en las que los anticuerpos tienen un marcador detectable. La invencion proporciona diversos
ensayos inmunoldgicos Utiles para la deteccién de polipéptidos LmPDE en una muestra biolégica adecuada. Los
marcadores detectables adecuados incluyen, sin limitacion, un radiois6topo, un compuesto fluorescente, un compuesto
bioluminiscente, un compuesto quimioluminiscente, un cromdéforo, un quelante metalico, biotina o una enzima. Dichos

15



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2358331 T3

ensayos generalmente comprenden uno o mas anticuerpos de LmPDE marcados que reconocen y se unen a un
polipéptido de LmPDE e incluyen diversos formatos de ensayo inmunoldgico bien conocidos en la técnica, incluyendo
sin limitacion diversos tipos de precipitacion, aglutinacion, fijacién de complemento, radioinmunoensayos (RIA), ensayos
por inmunoabsorcion ligados a enzimas (ELISA), ensayos inmunofluorescentes ligados a enzima (ELIFA) (H. Liu et al.
(1998) Cancer Research 58, 4055-4060), analisis inmunohistoquimicos y similares.

Métodos para Generar Polipéptidos de LmPDE

[0135] Los polipéptidos de LmPDE de la presente invencion pueden generarse por sintesis quimica o por métodos
recombinantes. Si se desea un alto rendimiento, pueden usarse métodos recombinantes, como se ha expuesto
anteriormente. Los polipéptidos de LmPDE de la invencion también pueden generarse por métodos sintéticos quimicos.
Los principios de la sintesis quimica de fase sélida de polipéptidos se conoce bien en la técnica y puede encontrarse en
textos generales relacionados con esta area (véase, por ejemplo, Dugas et al. (1981) Bioorganic Chemistry, pags. 54-
92, Springer-Verlag, Nueva York).

[0136] La presente invencion también proporciona moléculas polipeptidicas derivadas, tales como polipéptidos de
LmPDE modificados quimicamente. Es ilustrativo de dichas modificaciones el reemplazo de hidrégeno con un grupo
alquilo, acilo o amino. Los derivados de polipéptido de LmPDE conservan las actividades biolégicas de las LmPDE de
origen natural.

Exploracion de Compuestos que Modulan la Actividad/Expresion de LmPDE

[0137] Los polipéptidos de LmPDE de la presente invencion son fosfodiesterasas de Leishmania, tales como
Leishmania major, que funcionan como componentes clave en la regulacion de niveles intracelulares de AMPc mediante
la catdlisis de su hidrdlisis. Junto con las ciclasas de adenililo, esas fosfodiesterasas controlan en Gltima instancia las
respuestas bioldgicas mediadas por el AMPc mensajero. La regulacion de los niveles intracelulares de AMPc es crucial
en los procesos de transformacion y proliferacion celular. Por lo tanto, los polipéptidos de LmPDE son dianas
importantes para los compuestos que modulan su actividad biolégica o que modulan su expresiéon. Los compuestos que
modulan de forma eficaz las funciones biolégicas de las LmPDE pueden servir como agentes terapéuticos importantes
para el tratamiento de enfermedades parasitarias tales como leishmaniasis. La invencién también proporciona un
método para obtener compuestos que modulan la actividad o la expresion de LmPDE.

[0138] La presente invencion se refiere a métodos de exploracion para identificar compuestos que se unen a
polipéptidos de LmPDE (por ejemplo ligandos) y modulan la actividad bioldgica de polipéptidos de LmPDE. Estos
métodos de exploracién también pueden identificar compuestos que no se unen necesariamente de forma directa a
LmPDE, pero que modulan no obstante la actividad de LmPDE. Dichos métodos de exploracion también pueden usarse
para identificar compuestos que modulen la expresion de polipéptidos de LmPDE.

[0139] Tipicamente, el objetivo de los métodos de exploracién es identificar compuestos que se unen a las LmPDE
diana y provocan cambios en la actividad biolégica del polipéptido o molécula de &cido nucleico diana. Los compuestos
de interés se identifican a partir de una formulacion de compuestos candidatos. Por ejemplo, un compuesto que se une
eficazmente a la molécula de &cido nucleico diana puede reducir la expresién del polipéptido de LmPDE y reducir de
este modo la proliferacion de células que expresan polipéptidos de LmPDE. La reduccién de la proliferacién de células
qgue expresan polipéptidos de LmPDE puede ser un método eficaz para tratar enfermedades asociadas con la infeccion
de parasitos tales como Leishmania major.

[0140] Pueden usarse varios ensayos y exploraciones para identificar compuestos que modulen la actividad y/o
expresion de LmPDE. Los compuestos identificados en los ensayos y exploraciones pueden modular la actividad del
LmPDE de diversas maneras. Por ejemplo, los compuestos pueden unirse directamente a un polipéptido de LmPDE o
pueden unirse a proteinas intracelulares que se unen a un LmPDE. Los compuestos pueden también modular la
actividad de un gen de LmPDE o modular la expresion de un gen de LmPDE o un polipéptido de LmPDE. Por ejemplo,
tales compuestos pueden unirse a una secuencia reguladora de LmPDE y modular de este modo la expresion génica
(véase, por ejemplo, Piatt (1994) J. Biol. Chem. 269, 28558-28562).

[0141] Los compuestos que pueden explorarse por los métodos descritos en la presente invencion incluyen, sin
limitacion, péptidos y derivados de los mismos (por ejemplo peptidomiméticos) que se unen a un polipéptido de LmPDE
o modulan de otro modo su actividad de cualquier manera. Dichos compuestos pueden incluir péptidos, tales como
péptidos solubles, incluyendo miembros de bibliotecas de péptidos aleatorias (Lam et al. (1991) Nature 354, 82-84;
Houghten et al. (1991) Nature 354, 84-86), y bibliotecas moleculares derivadas de quimica combinatoria compuestas de
aminoacidos D y/o L, fosfopéptidos (incluyendo, sin limitacién, miembros de bibliotecas de fosfopéptidos dirigidas
parcialmente degeneradas o aleatorias; véase, por ejemplo Songyang et al. (1993) Cell 72, 767-778), carbohidratos y
moléculas pequefias organicas o inorganicas. Los compuestos que pueden explorarse incluyen, sin limitacién, productos
naturales y sintéticos. Un experto en la materia puede reconocer facilmente que no existe un limite con respecto a la
naturaleza estructural de los compuestos ensayados con respecto a su unién a polipéptidos de LmPDE.

[0142] Los compuestos candidatos que se ensayan con respecto a su unién a polipéptidos de LmPDE y/o modulacion
de la actividad de polipéptidos de LmPDE pueden seleccionarse aleatoriamente o seleccionarse racionalmente. Como
se usa en la presente memoria, se dice que un compuesto se selecciona aleatoriamente cuando el compuesto se
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selecciona aleatoriamente sin considerar las secuencias especificas del polipéptido o acido nucleico de LmPDE. Son
ejemplos de agentes seleccionados aleatoriamente los miembros de una biblioteca quimica, una biblioteca combinatoria
de péptidos, un caldo de cultivo de un organismo o extracto vegetal.

[0143] Como se usa en la presente memoria, se dice que un compuesto se selecciona racionalmente cuando el
compuesto se selecciona de forma no aleatoria que esta basada en la secuencia del sitio diana y/o su conformacion con
relacién a la accion del compuesto. Los compuestos pueden seleccionarse racionalmente utilizando las secuencias
peptidicas que componen el polipéptido de LmPDE o analizando la secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido
de LmPDE.

[0144] Los métodos para seleccionar de forma racional un compuesto que modula la actividad y/o expresién de un
polipéptido de LmPDE incluyen técnicas de modelacion o busqueda por ordenador. Por ejemplo, se identifican
compuestos que probablemente interaccionan con el sitio activo de un polipéptido de LmPDE. El sitio activo de un
polipéptido de LmPDE puede identificarse usando métodos conocidos en la técnica incluyendo, por ejemplo, analisis de
la secuencia de aminoacidos de una molécula y a partir de un estudio de complejos formados por un polipéptido de
LmPDE y un sustrato nativo (por ejemplo AMPc). Pueden usarse métodos tales como cristalografia de rayos X y NMR
para resolver la estructura tridimensional de una proteina para identificar posibles sitios de unién, incluyendo el sitio
activo del sustrato natural.

[0145] Puede usarse formacion de modelos basada en ordenador para completar una estructura incompleta o
insuficientemente precisa. Los métodos de modelizaciéon que pueden usarse son, por ejemplo, modelos con parametros
fijados especificos para biopolimeros particulares tales como proteinas o acidos nucleicos, modelizacién de dinamica
molecular basada en célculos de movimientos moleculares, modelos mecanicos estadisticos basados en conjuntos
térmicos o modelos combinados. Para la mayoria de los tipos de modelos, son necesarios campos de fuerza molecular
convencionales, que representan las fuerzas entre atomos y grupos constituyentes, y pueden seleccionarse de campos
de fuerza conocidos en la técnica. Puede incorporarse informacion sobre estructuras incompletas o menos precisas
determinadas como se ha indicado anteriormente como restricciones en las estructuras calculadas por estos métodos
de modelizacién.

[0146] Una vez que la estructura del sitio activo de un polipéptido de LmPDE se ha determinado, pueden identificarse
compuestos de modulaciéon candidatos mediante bisqueda en bases de datos que contienen compuestos junto con
informacién sobre su estructura molecular. Los compuestos identificados en tal busqueda son los que tienen estructuras
que coinciden con la estructura de sitio activo, se ajustan al sitio activo o interaccionan con grupos que definen el sitio
activo. Los compuestos identificados por la busqueda son compuestos moduladores de LmPDE potenciales.

[0147] Estos métodos pueden usarse para identificar compuestos moduladores mejorados basandose en compuestos
gue se sabe que modulan otras PDE. La estructura del compuesto conocido se modifica y se determinan los efectos
moduladores usando métodos experimentales e informaticos como se describe en la presente memoria. La estructura
alterada se compara con la estructura de sitio activo de un polipéptido de LmPDE para determinar o predecir como
afectara una modificacion particular del compuesto a su interaccion con esa proteina. Pueden evaluarse variaciones
sistematicas en la composicion, tal como variando grupos laterales, para obtener compuestos moduladores modificados
de especificidad o actividad preferida.

[0148] Son ejemplos de sistemas de modelizacién molecular los programas QUANTA, por ejemplo, CHARMmM,
MCSS/HOOK y X-LIGAND (Molecular Simulations, Inc., San Diego, Ca.). QUANTA proporciona una ambiente de
modelizacién para la simulacién y analisis de macromoléculas y moléculas organicas pequefias.

[0149] El proceso de usar informacion estructural experimental o predicha en una simulacion informética para predecir
las interacciones de compuestos moduladores potenciales se conoce bien en la técnica. Por ejemplo, véase Rotivinen et
al. (1988) Acta Pharm. Fenn. 97, 159-166; y McKinaly et al. (1989) Ann. Rev. Pharmacol. Toxicol. 29, 111-122. Los
programas informaticos disefiados para explorar y representar compuestos quimicos estan disponibles de compafiias
tales como MSI, Allelix, Inc., y Hypercube, Inc. Estas aplicaciones se disefian en gran parte para farmacos especificos
de proteinas particulares; sin embargo, pueden adaptarse al disefio de farmacos especificos para regiones identificadas
de ADN o ARN. Pueden usarse fuentes comerciales de bibliotecas quimicas como fuentes de compuestos candidatos.
Dichas bibliotecas quimicas pueden obtenerse de, por ejemplo, ArQule, Inc.

[0150] Los compuestos que modulan la actividad y/o expresion de un polipéptido de LmPDE también pueden estar
basados en construcciones antisentido. Las técnicas terapéuticas basadas en un enfoque antisentido implican el disefio
de oligonucleodtidos que son complementarios a los ARNm de LmPDE. Estos oligonucleétidos se unen a los transcritos
complementarios y evitan la traduccion. No se requiere complementariedad absoluta (o total). Un oligonucleétido puede
funcionar como una construccion antisentido eficaz siempre que su secuencia sea suficientemente complementaria para
ser capaz de hibridar con ARN y formar una doble cadena estable. En el caso de una molécula de &cido nucleico
antisentido bicatenaria, puede ensayarse una hebra sencilla de la doble cadena o puede ensayarse una formacién de
triple cadena. La capacidad de hibridar dependera del grado de complementariedad y la longitud del acido nucleico
antisentido. En general, cuanto mas largo sea el acido nucleico que hibrida, mas emparejamientos erréneos de bases
con un ARN puede contener y formar ain una doble cadena estable (o triple cadena, segin sea el caso). Un experto en
la materia puede determinar un grado tolerable de emparejamiento erréneo mediante el uso de procedimientos

17



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2358331 T3

convencionales para determinar el punto de fusion del complejo hibridado.

[0151] Ademas, pueden usarse varios ensayos in vitro para identificar compuestos que modulan la expresion y/o la
actividad de un polipéptido LmPDE. Dichos ensayos implican tipicamente la preparacioén de una mezcla de reaccién que
comprende un polipéptido de LmPDE y un compuesto de ensayo en condiciones suficientes para permitir a los dos
componentes interaccionar y unirse, formando de este modo un complejo que puede detectarse y/o aislarse. La unién
de un compuesto con un polipéptido de LmPDE puede ensayarse usando un cambio en el peso molecular o un cambio
en la actividad biolégica del polipéptido de LmPDE no unido o la expresiéon de un gen indicador en un sistema de dos
hibridos de levadura (Fields et al. (1989) Nature 340, 245-246). El método usado para identificar si un compuesto se une
a un polipéptido de LmPDE se basara principalmente en la naturaleza del polipéptido de LmPDE usado. Por ejemplo,
puede usarse un ensayo de retardo en gel para determinar si un compuesto se une a un polipéptido LmPDE. Como
alternativa, pueden adoptarse tecnologias de inmunodeteccion y biochip (por ejemplo, Patente de Estados Unidos N°
4.777.019) para su uso con un polipéptido de LmPDE. Un método alternativo para identificar compuestos que se unen a
un polipéptido de LmPDE emplea ensayos de superposicion de TLC que usan extractos de glucolipidos de células de
tipo inmune (Abdullah et al. (1992) Infect. Immunol. 60, 56-62). Ademas, puede medirse una reduccion de la actividad
hidrolitica de AMPc de LmPDE para determinar si un compuesto particular inhibe o no un LmPDE. Un experto en la
materia puede emplear facilmente numerosas técnicas conocidas en la materia para determinar si un compuesto
particular se une a un polipéptido de LmPDE de la invencion. Tales ensayos tipicamente utilizaran una célula control.

[0152] También es posible usar ensayos basados en células para identificar compuestos que interaccionan con
polipéptidos de LmPDE. Pueden usarse lineas celulares que expresan de forma natural LmPDE o que se han
modificado por ingenieria genética para expresar LmPDE. Por ejemplo, pueden afiadirse compuestos de ensayo a
cultivos celulares después de lo cual puede medirse la hidrélisis de AMPc usando técnicas convencionales conocidas en
la materia. Una reduccion de la cantidad de hidrdlisis en presencia de un compuesto de ensayo en comparacién con
células control que no contienen el compuesto de ensayo indica que el compuesto de ensayo es un inhibidor de la
actividad de LmPDE.

[0153] Pueden identificarse inhibidores de la expresion de LmPDE mediante el uso de un gen quimérico en el que una
secuencia de nucleétidos de LmPDE se fusiona con un indicador, tal como la luciferasa de luciérnaga. Las células
cultivadas que se han transformado con el gen quimérico pueden explorarse con respecto a la expresion de actividad
luciferasa en presencia de compuestos de ensayo. Los compuestos que inhiben la actividad luciferasa en este ensayo
de alto rendimiento también pueden confirmarse mediante medicion directa con respecto a la presencia del polipéptido
de LmPDE enddgeno (por ejemplo, mediante transferencia de Western) y ARNm de LmPDE (por ejemplo, mediante
transferencia de Northern) usando métodos que se conocen bien en la técnica (véase, por ejemplo, Ausubel et al.
(1994) Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons). Los compuestos candidatos pueden ensayarse
adicionalmente en cultivos celulares o titulares asi como en modelos animales. Pueden incubarse, por ejemplo, células
que expresan un polipéptido de LmPDE con un compuesto de ensayo, después de lo cual se preparan lisados celulares
y se exploran con respecto a la presencia del polipéptido de LmPDE (por ejemplo, usando técnicas de transferencia de
Western). Una reduccion en la cantidad de expresién de LmPDE en los cultivos tratados con el compuesto de ensayo en
comparacién con cultivos control sin el compuesto de ensayo indica que el compuesto de ensayo es un inhibidor de la
expresion de LmPDE.

[0154] También pueden usarse ensayos in vivo para ensayar estos compuestos en modelos animales de infeccion por
Leishmania. Se administran compuestos de ensayo que se predice que inhiben la actividad y/o expresién de LmPDE a
los animales. Los animales tratados pueden ensayarse después con respecto a la inhibicion de la actividad de LmPDE.
Dichos ensayos pueden ser indirectos o inferenciales. Una salud mejorada, por ejemplo, puede indicar la eficacia de un
compuesto de ensayo. Los ensayos directos pueden también realizarse cuando puede medirse una reduccion de la
expresion de LmPDE mediante un andlisis de transferencia de Northern. Una reduccién en la cantidad de ARNm de
LmPDE presente en la muestra de animales tratados en comparacién con animales control no tratados indica que el
compuesto de ensayo inhibe la expresion de LmPDE. También puede realizarse un ensayo directo que mide la actividad
hidrolitica de una LmPDE en AMPc. Una reduccién en la hidrélisis de AMPc en la muestra de animales tratados en
comparacién con los animales control no tratados indica que el compuesto de ensayo inhibe la actividad de LmPDE.

[0155] Los polipéptidos de LmPDE que se usan en los ensayos de exploracion descritos en la presente memoria
incluyen, sin limitacion, un polipéptido de LmPDE aislado, una célula hospedadora que expresa un polipéptido de
LmPDE o una fraccion de una célula hospedadora que expresa un polipéptido de LmPDE.

[0156] Los extractos celulares a ensayar con respecto a union con polipéptidos de LmPDE y/o modulacién de la
actividad de polipéptidos de LmPDE pueden ser, por ejemplo, extractos acuosos de células o tejidos, extractos
organicos de células o tejidos o fracciones celulares parcialmente purificadas. Un experto en la materia puede reconocer
facilmente que no existe limite con respecto a la fuente de los extractos celulares usados en los métodos de exploracion
de la presente invencion.

[0157] Los compuestos que se identifican como candidatos para inhibir la actividad y/o expresion de un polipéptido de
LmPDE, cuando se administra en una cantidad terapéuticamente eficaz, pueden ser Utiles para tratar enfermedades y
reducir sintomas asociados con la infeccién de Leishmania, tales como leishmaniasis. La toxicidad y eficacia terapéutica
de compuestos identificados que modulan la actividad y/o expresion de un polipéptido de LmPDE pueden determinarse
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mediante procedimientos farmacéuticos convencionales. Por ejemplo, usando células en cultivo o animales
experimentales, puede determinarse la dosis letal para el 50% de la poblacion (DLsp). La relacion de dosis entre efectos
toxicos y terapéuticos es el indice terapéutico y puede expresarse como la relacion DLso/DEso. Se prefieren compuestos
con un alto indice terapéutico. Aunque pueden usarse compuestos que tengan efectos secundarios toxicos, deberia
tenerse cuidado para disefiar un sistema de suministro que dirija tales compuestos al sitio de tejido afectado para
minimizar el dafio potencial a células no infectadas y reducir de este modo los efectos secundarios.

[0158] Los datos obtenidos de ensayos de cultivo celular y estudios animales pueden usarse en la formulacion de una
serie de dosificaciones para su uso en seres humanos. La dosificacién de dichos compuestos se sitta preferiblemente
dentro de un intervalo de concentraciones en circulacién que incluyen la DEsp con poca o sin toxicidad. La dosificacion
puede variar dentro de este intervalo dependiendo de la forma de dosificacién empleada y la via de administracién
usada. Para cualquier compuesto usado en el método de la presente invencion, la dosis terapéuticamente eficaz puede
estimarse inicialmente a partir de los ensayos de cultivo celular. Puede formularse una dosis en modelos animales para
conseguir un intervalo de concentracion en plasma circulante que incluye la Clso como se determina en el cultivo celular.
Dicha informacion puede usarse para determinar de forma mas precisa las dosis Utiles en seres humanos. Pueden
medirse los niveles en plasma, por ejemplo, mediante cromatografia liquida de alto rendimiento.

Generacion de organismos transgénicos

[0159] Otro aspecto de la invencidon proporciona organismos transgénicos que comprenden &cidos nucleicos de
LmPDE. Como se usa en la presente memoria, un organismo modificado genéticamente se refiere a un organismo que
se ha alterado de su estado natural mediante manipulacién de las secuencias de acido nucleico nativas. Por ejemplo, en
una aplicacion, pueden generarse organismos deficientes en PDE usando procedimientos knock-out convencionales
para inactivar una PDE enddgena. Como alternativa, pueden usarse moléculas antisentido de PDE inducibles para
regular la actividad y/o expresion de la PDE enddgena. Puede producirse también un organismo de modo que contenga
una molécula de &cido nucleico que codifiqgue la LmPDE o una unidad de expresién de LmPDE antisentido que dirige la
expresion de un polipéptido de LmPDE o la molécula antisentido. En dichos casos, se genera un organismo en el que la
expresion del gen de PDE enddgeno esta alterado por inactivacion y/o reemplazado por un gen de LmPDE. Esto puede
conseguirse usando una diversidad de procedimientos conocidos en la técnica tales como recombinacion dirigida. Una
vez generado, el organismo deficiente en PDE enddgena que expresa un polipéptido de LmPDE puede usarse para (1)
identificar procesos bioldgicos y patoldgicos mediados por polipéptidos de LmPDE, (2) identificar proteinas y otros
genes que interaccionan con polipéptidos de LmPDE, (3) identificar compuestos que pueden proporcionarse de manera
exdgena para inhibir un polipéptido de LmPDE vy (4) servir como una exploracion apropiada para identificar mutaciones
dentro de los genes de LmPDE que aumentan o reducen la actividad.

[0160] Por ejemplo, en una realizacion los genes de PDE enddgena en S. cerevisiae pueden suprimirse, lo que da como
resultado una acumulacion intracelular de AMPc. Los organismos que acumulan altos niveles de AMPc intracelular
dejan de crecer cuando se exponen a un choque térmico. Pueden clonarse después moléculas de acido nucleico de
LmPDE en un vector de expresiéon de levadura y transfectarse en la cepa deficiente en PDE en S. Cerevisiae. La
restauracion de crecimiento insensible al calor es de este modo un indicador de actividad de LmPDE. La observacién de
si el crecimiento insensible al calor se restaura 0 no en la cepa transfectada en diversas condiciones puede indicar los
efectos que esas condiciones tienen en la actividad del LmPDE.

Usos de los Polipéptidos en LmPDE

[0161] Como se ha analizado previamente, la presente invencion proporciona PDE especificas de AMPc de Leishmania,
tales como Leishmania major, incluyendo LmPDE-A, LmPDE-B1 y LmPDE-B2 y fragmentos, variantes y mutantes de las
mismas. Se sabe que AMPc juega un papel clave en el crecimiento y diferenciacion celular en este parasito y que las
PDE son responsables de la hidrdlisis de este mensajero. Por lo tanto, como se ha analizado anteriormente, las LmPDE
son dianas para ensayos de exploracion de farmacos y son Utiles para conseguir un disefio de farmaco selectivo.

[0162] Adicionalmente, la invencion proporciona métodos para controlar el curso de la enfermedad o trastornos
asociados con la presencia de LmPDE en un sujeto de ensayo mediante la medicién de la cantidad de un polipéptido de
LmPDE en una muestra del sujeto de ensayo en diversos puntos en el tiempo. Esto se realiza con el fin de determinar
un cambio en la cantidad de un LmPDE a lo largo del tiempo. El control del curso de una enfermedad o trastorno a lo
largo del tiempo puede optimizar la temporizacién, dosificacién y tipo de tratamiento. En una realizacion, el método
comprende determinar cuantitativamente en una primera muestra del sujeto la presencia de un polipéptido de LmPDE y
comparar la cantidad determinada de este modo con la cantidad presente en una segunda muestra del mismo sujeto
tomada en un punto diferente en el tiempo, siendo una diferencia en las cantidades determinadas indicativa del curso de
la enfermedad. La medicién de la cantidad de polipéptido de LmPDE presente en una muestra puede realizarse usando
una diversidad de técnicas bien conocidas en la materia, por ejemplo, mediante el uso de inmunoensayos como se
analiza posteriormente.

[0163] La presente invencién proporciona adicionalmente métodos para usar polipéptidos de LmPDE aislados y
sustancialmente purificados como antigenos para la produccion de nuevos anticuerpos anti-LmPDE y para usar
polipéptidos de LmPDE para obtener y detectar nuevos ligandos de LmPDE. Los anticuerpos anti-LmPDE son utiles en
ensayos y kits de diagnoéstico para la deteccion de secuencias de proteina LmPDE de origen natural presentes en
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muestras biolégicas.
Usos de Moléculas de Acido Nucleico que Codifican LmPDE

[0164] Las moléculas de acido nucleico que codifican polipéptidos de LmPDE de la invencion son Utiles para una
diversidad de fines, incluyendo su uso en diagnostico y/o métodos de prondstico. Las moléculas de &cido nucleico y
polipéptidos de la invencidon pueden usarse para ensayar con respecto a la presencia y/o cantidad de secuencias de
nucledtidos de LmPDE y polipéptidos de LmPDE en una muestra biolégica adecuada.

[0165] Las moléculas de acido nucleico de la presente invencion pueden usarse en diversos métodos de hibridacion
para identificar y/o aislar secuencias de nucleétidos relacionadas con secuencias de nucledtidos de LmPDE, tales como
diferentes formas polimérifcas y secuencias gendémicas. Las secuencias relacionadas con una secuencia de nucleétidos
de LmPDE son Uutiles para el desarrollo de ligandos y anticuerpos adicionales. Los métodos de hibridacion se usan para
identificar/aislar secuencias de ADN y ARN que son al menos el 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%,
97%, 98% o0 el 99% idénticas a las secuencias de nucleétidos de LmPDE, tales como nuevos homélogos, variantes
alélicas y formas mutantes de LmPDE.

[0166] Las secuencias de nucledtidos que codifican polipéptidos de LmPDE descritos en la presente memoria pueden
usarse como sondas de &cido nucleico para recuperar moléculas de acido nucleico que tienen secuencias relacionadas
con LmPDE.

[0167] En una realizacion, una sonda de &cido nucleico de LmPDE se usa para explorar bibliotecas genémicas, tales
como bibliotecas construidas en fago lambda o BAC (cromosomas artificiales de bacteria) o YAC (cromosomas
artificiales de levadura), para aislar un clon genémico de un gen de LmPDE. Las secuencias de nucledtidos de LmPDE
de bibliotecas gendmicas son Utiles para aislar secuencias no codificantes cadena arriba o cadena abajo, tales como
secuencias promotoras, potenciadoras y de determinacién de la transcripcién. Las secuencias cadena arriba de un gen
de LmPDE pueden unirse a secuencias ho LmPDE para construir una molécula de ADN recombinante que expresa la
secuencia no LmPDE tras su introduccion en una célula hospedadora apropiada. En otra realizacién, se usa una sonda
de LmPDE para explorar bibliotecas de ADNc para aislar clones de ADNc expresados en ciertos tipos de tejidos o
células.

[0168] Adicionalmente, pueden prepararse pares de cebadores oligonucleotidicos para su uso en una reaccién en
cadena de la polimerasa (PCR) para amplificar o clonar de forma selectiva moléculas de &cido nucleico que codifican
proteinas LmPDE o fragmentos de las mismas. Los métodos de PCR (Patente de Estados Unidos N° 4.965.188) que
incluyen numerosos ciclos de etapas de desnaturalizar/hibridar/polimerizar se conocen bien en la técnica y pueden
adoptarse facilmente para su uso en el aislamiento de moléculas de acido nucleico que codifican LmPDE.

[0169] Ademés, las moléculas de &cido nucleico de la invencién también pueden emplearse en realizaciones de
diagndstico, usando sondas de acido nucleico de LmPDE para determinar la presencia y/o la cantidad de secuencias de
LmPDE presente en una muestra biolodgica. Una realizacion abarca determinar la cantidad de secuencias de nucle6tidos
de LmPDE presentes dentro de la muestra bioldgica adecuada tal como en tipos celulares, tejidos o fluidos corporales
especificos, usando una sonda de LmPDE en un procedimiento de hibridacion. La cantidad de moléculas de acido
nucleico de LmPDE en la muestra de ensayo puede compararse con la cantidad de moléculas de &cido nucleico de
LmPDE en una muestra de referencia de un sujeto normal. La presencia de una cantidad apreciablemente diferente de
moléculas de &cido nucleico de LmPDE entre las muestras de ensayo y referencia pueden correlacionarse con la
presencia o con la gravedad de una enfermedad asociada con niveles anémalos (altos o bajos) de moléculas de acido
nucleico de LmPDE en comparacion con niveles normales.

[0170] En otra realizacion, el control de la cantidad de transcritos de ARN de LmPDE a lo largo del tiempo se efectia
por la determinacion cuantitativa de la cantidad de transcritos de ARN de LmPDE en muestras de ensayo tomadas en
diferentes momentos en el tiempo. Una diferencia de las cantidades de transcritos de ARN de LmPDE en las diversas
muestras es indicativa del curso de la enfermedad asociada con la expresion de un transcrito de LmPDE.

[0171] Para realizar tales métodos de diagndéstico, se pone en contacto una muestra biolégica adecuada de un sujeto de
ensayo con una sonda de LmPDE marcada, en condiciones eficaces para permitir la hibridacién entre las moléculas de
acido nucleico de la muestra y la sonda. De manera similar, una muestra biol6gica de un sujeto normal se pone en
contacto con una sonda de LmPDE y se hibrida en condiciones similares. Se detecta la presencia de las moléculas de
acido nucleico hibridadas con la sonda. Puede compararse la cantidad relativa y/o cuantificada de las moléculas
hibridadas entre las muestras de ensayo y de referencia. Las sondas de LmPDE pueden marcarse con cualquiera de
varios marcadores detectables conocidos, incluyendo marcadores radiactivos, enzimaticos, fluorescentes o
quimioluminiscentes.

[0172] Muchas variaciones adecuadas de tecnologia de hibridacién estan disponibles para su uso en la deteccion de
acidos nucleicos que codifican polipéptidos de LmPDE. Estas incluyen, por ejemplo, procedimientos de Southern y
Northern. Se conocen otras técnicas y sistemas de hibridacion que pueden usarse con relacion a los aspectos de
deteccién de la invencion, incluyendo ensayos de diagndstico tales como los descritos en Falkow et al. (Patente de
Estados Unidos n° 4.358.535). Otro procedimiento de hibridacion incluye hibridacion in situ, en la que los acidos
nucleicos diana se localizan dentro de una o mas células y entran en contacto con las sondas de LmPDE. Como se
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conoce bien en la técnica, las células se preparan para hibridacién por fijacion, por ejemplo hibridacion quimica, y se
sitlan en condiciones que permiten la hibridacién de una sonda de LmPDE con acidos nucleicos localizados dentro de
la célula fijada.

[0173] Las moléculas de acido nucleico de la presente invencion proporcionan adicionalmente moléculas antisentido
que reconocen e hibridan con un acido nucleico de LmPDE. Los polinucleétidos antisentido son particularmente Utiles en
la regulaciéon de la expresion de una proteina LmPDE en las células que expresan un ARNm de LmPDE. Una
realizacion (til para este enfoque es una molécula antisentido que corresponde a la secuencia N-terminal del gen. La
presente invencién incluye dichos polinucleétidos antisentido de longitud completa y fragmentos.

[0174] Los polinucledtidos de la presente invencién proporcionan adicionalmente reactivos para desarrollar modelos
animales usando estrategias de “knock-out” a través de recombinacion homologa. Los métodos para generar animales
knock-out que no expresan una molécula proteica funcional se conocen bien en la técnica (Capecchi (1989) Science
244, 1288-1292), y pueden usarse en el estudio de funciones in vivo de LmPDE.

[0175] Debe entenderse que tanto la descripcién general anterior como los ejemplos a continuacion son ejemplares y
explicativos solamente y no son restrictivos de la invencién, segun se reivindica. Ademas, debe entenderse que la
invencion no esté limitada a las realizaciones particulares descritas. Ademas, no se pretende que la terminologia usada
para describir realizaciones particulares sea limitante, puesto que el ambito de la presente invencion se limitara
solamente por sus reivindicaciones.

[0176] Los siguientes ejemplos se presentan para ilustrar la presente invencion y para ayudar a un experto habitual en
la preparacion y uso de la misma. La metodologia y resultados pueden variar dependiendo del objetivo pretendido de
tratamiento y los procedimientos empleados. No se pretende que los ejemplos limiten en ningan caso de otra manera el
ambito de la invencién.

EJEMPLOS
Ejemplo 1

[0177] EIl siguiente ejemplo proporciona los métodos usados para identificar tres fosfodiesterasas especificas de
nucledtido ciclico de Leishmania major.

[0178] Se han caracterizado e identificado previamente dos familias de PDE especificas de AMPc del parésito
protozoario Trypanosoma brucei (Zoraghi et al. (2001) J. Biol. Chem. 276, 11559-11566; Zoraghi et al. (2002) Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 99, 4343-4348; Gong et al. (2001) Mol. Biochem. Parasitol. 116, 229-232); y Rascon et al. (2002) Proc.
Natl. Acad. Sci. U.S.A. 99, 4714-4719. Se usaron después secuencias que representan a cada familia para explorar la
base de datos gendmica de Leishmania (http://www.genedb.org/genedbl/leish). Se realiz6 una busqueda de BLAST
usando la secuencia de nucledtidos correspondiente a la enzima tripanosémica TbPDEL, que identificd una secuencia
de nucleétidos en Leishmania major que comparte una identidad de secuencia de aminoacidos del 45,1% (determinada
usando la utilidad BESTFIT del conjunto de programas GCG con parametros por defecto). Esta secuencia nueva se
etiqguet6 LmPDE-A. El gen para LmPDE-A esta localizado dentro de un grupo de secuencias que consiste en los
cromosomas 18, 20 y 22. También se realizé una busqueda de BLAST usando la secuencia de nucleétidos que
corresponde a la enzima de tripanosémica TbPDE2C, que identificé dos secuencias estrechamente relacionadas que se
etiquetaron posteriormente LmPDE-B1 y LmPDE-B2. EI LmPDE-B1 compare una identidad de secuencia de
aminoécidos del 70,2% con la secuencia de busqueda TbPDE2C, mientras que el LmPDE-B2 comparte una identidad
de secuencia global del 69,8% con TbPDE2C. La identidad de secuencia de aminoacidos global entre LmPDE-B1 y
LmPDE-B2 es del 84,5%. De acuerdo con la base de datos del genoma de Leishmania, los loci LmPDE-B1 y LmPDE-B2
identificados estan localizados en el cromosoma 15.

Ejemplo 2

[0179] El siguiente ejemplo proporciona los métodos usados para clonar y secuenciar las secuencias nuevas
identificadas en la base de datos del genoma de Leishmania.

[0180] Basandose en las secuencias identificadas en la base de datos del genoma de Leishmania (como se ha
analizado en el Ejemplo 1), se disefiaron cebadores de PCR para amplificar los tres genes de longitud completa del
ADN genémico de Leishmania major. También se disefiaron cebadores de PCR para amplificar solamente la porcién de
la fase abierta de lectura de los tres genes de longitud completa. Se disefiaron los cebadores para contener un sitio Sall
para una clonacion en fase en el vector pLT1 (proporcionandose el coddn de iniciacion ATG por el vector) y para
codificar un marcador de hemaglutinina C-terminal. Para LmPDE-A se disefiaron los cebadores directo e inverso como
sigue: directo — 5’ —gtggtcgactcgactttcttgagcag-3' (nucledtidos 4-21 de la fase abierta de lectura, que corresponden a los
nucledtidos 533-550 de la Figura 2); inverso — 5’-ctgggaatcctaagcataatctggaacatcatatggatacgagtcgtcgtggttgg-3'
(nucledtidos 1896-1877 de la fase abierta de lectura, que corresponden a los nucleétidos 2425-2406 en la Figura 2 - y
marcador HA). Para LmPDE-B1, los cebadores directo e inverso se disefiaron como sigue: directo - 5'-
gatgtcgactggcatatttcacggcca-3' (nucleétidos 2-19 de la fase abierta de lectura, que corresponden a los nucledtidos 1268-
1286 en la Figura 4); inverso - 5' -ctgggaatcctaagcataatctggaacatcatatggataaacaatcgagggtcggatg-3' (nucledtidos 2792-
2772 de la fase abierta de lectura, que corresponden a los nucleotidos 4058-4038 en la Figura 4, y marcador HA). Para
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LmPDE-B2 los cebadores directo e inverso se disefiaron como sigue: directo - 5'-gatgtcgacattcagcggtcttttcc-3'
(nucledtidos 3-21 de la fase abierta de lectura, que corresponde a los nucleétidos 2184-2202 en la Figura 6); inverso -
5'-ctgggaatcctaagcataatctggaacatcatatggataaacaatcgaggatcggatg-3'  (nucledtidos 2822-2803 de la fase abierta de
lectura, que corresponde a los nucledtidos 5003-4984 en la Figura 6, y marcador HA). Los genes de Leishmania major,
como con otros kinetoplastea, no contienen intrones. En consecuencia, la amplificacion de las fases abiertas de lectura
directamente del ADN genémico se realiza de forma rutinaria (Beverley (2003) Nat. Rev. Genet. 4, 11-19). Ambas
cadenas de los tres fragmentos de PCR (LmPDE-A, LmPDE-B1 y LmPDE-B2) se clonaron después mediante el saliente
TA en el vector pCR2.1-TOPO siguiendo las instrucciones del kit proporcionado por Invitrogen. Los clones se
secuenciaron después usando el kit de reaccién preparado para secuenciacion en ciclo ABlI PRISM Big Dye Terminator
v3.0 (Applied Biosystems). Se secuenciaron ambas hebras de cada clon al menos dos veces para verificar.

[0181] La secuencia de nucleétidos de LmPDE-A de longitud completa, con una longitud de 10.966 nucledtidos, se
muestra en la Figura 2 en la que la fase abierta de lectura comienza con adenina en la posicion 530 y termina con
guanina en la posicion 2425. La secuencia de aminoacidos correspondiente se expone en la Figura 1. La secuencia de
nucledtidos de longitud completa de LmPDE-B1, que es de 7095 nucleétidos de longitud se muestra en la Figura 4, en la
que la fase abierta de lectura comienza con adenina en la posicién 1267 y termina con adenina en la posicién 4059 y la
secuencia de aminoacidos correspondiente se expone en la Figura 3. La secuencia de nucleétidos de longitud completa
de LmPDE-B2 que es de 6.945 nucleodtidos de longitud, se muestra en la Figura 6, en la que la fase abierta de lectura
comienza con adenina en la posicion 2182 y termina con adenina en la posicion 5004. La secuencia de aminoacidos
que corresponde a esta secuencia se expone en la Figura 5.

[0182] La secuencia de la LmPDE-A clonada coincidia al 100% con la secuencia presente en la base de datos de
Leishmania. La secuencia de aminoacidos predicha de LmPDE-A (Figura 1) comparte una identidad de secuencia global
del 45,1% con la secuencia de aminoacidos de la TbPDEL1 tripanosémica. La secuencia de aminoacidos predicha de
LmPDE-B1 (Figura 3) comparte una identidad de secuencia global del 70,2% con la secuencia de aminoacidos de
TbPDE2C tripanosémica, mientras que la secuencia de aminoacidos predicha de LmPDE-B2 (Figura 5) comparte una
identidad de secuencia global del 69,8% con TbPDE2C. Usando el servicio de busqueda de dominio conservado
proporcionado por NCBI (véase http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/ccd/cdd.shtml) se identificaron varios dominios
conservados en las secuencias de aminoacidos de LmPDE. Como se indica en la Figura 7, LmPDE-A contiene un
dominio catalitico altamente conservado (PDEasa) que comienza con tirosina en la posicién de aminoéacido 384 y
termina con prolina en la posicion de aminoécido 609. LmPDE-B1 y LmPDE-B2 también contienen cada una un dominio
de PDEasa altamente conservado, que comienza con fenilalanina en la posicion de aminoacido 647 y termina con
fenilalanina en la posicion de aminoacido 880 (LmPDE-B1) y que comienza con fenilalanina en la posicién de
aminoacido 657 y termina con fenilalanina en la posicion de aminoacido 890 (LmPDE-B2). Ademas del dominio
PDEasa, LmPDE-B1 y LmPDE-B2 tienen ambos dos dominios GAF como se muestra en las Figuras 7By 7C.

Ejemplo 3

[0183] El siguiente ejemplo describe los métodos usados para evaluar la organizacién genomica de LmPDE-B1 y
LmPDE-B2.

[0184] Cuando las secuencias de nucleétidos de los genes de LmPDE-B1 y LmPDE-B2 clonados se compararon con
las secuencias presentes en la base de datos de genoma de Leishmania, resultd evidente que las secuencias de la
base de datos se habian ensamblado de forma incorrecta. Las regiones 3’ no traducidas de los dos genes se habian
intercambiado de forma involuntaria. La organizacion correcta de estos dos genes se establecié después mediante
andlisis de transferencia de Southern de una serie de digestiones de restriccion de ADN gendémico de L. major (como se
muestra en las Figuras 8 y 9). El carril 8 de cada hibridacion (doble digestion Notl/Scal) se usard como ejemplo del
razonamiento analitico. Si el ensamblaje de secuencia en la base de datos fuera correcto, una doble digestion de
Notl/Scal deberia producir un fragmento de al menos 8 kb cuando se hibrida con una sonda especifica de LmPDE-B2
(puesto que no esta presente un sitio de restriccion de Scal en la regién 3’ inmediata del gen de LmPDE-B2). A
diferencia de esta prediccion, los datos muestran que se genera un fragmento de 4 kb, lo que demuestra la presencia de
un sitio de restriccion de Scal cercano al extremo 3’ del gen de LmPDE-B2. Todas las digestiones adicionales
mostradas en las Figuras 8 y 9 apoyan o son compatibles con esta conclusion. Ademas de establecer la organizacién
genomica de los genes de LmPDE-B1 y LmPDE-B2, estos experimentos demostraron que cada uno es un gen de copia
Unica. Las sondas de hibridacién usadas en el analisis de transferencia de Southern fueron las siguientes: especificas
de LmPDE-A: nucledtidos 462-910 de la fase abierta de lectura (que corresponde a los nucleétidos 991-1439 de la
Figura 2); especifica de LmPDE-B1: nuclettidos 96-489 de la fase abierta de lectura (que corresponde a los nucle6tidos
1362-1755 en la Figura 4); especifica de LmPDE-B2: 106-417 de la fase abierta de lectura (que corresponde a 2287-
3936 en la Figura 6). Este analisis también confirm6 que LmPDE-B1 y LmPDE-B2 se disponen en tandem y estan
separados por aproximadamente 5 kb en el cromosoma 15 como se muestra en la Figura 11.

Ejemplo 4

[0185] EI siguiente ejemplo proporciona los métodos usados para producir una cepa de levadura transgénica, que
contiene una LmPDE-A y una LmPDE-B1, en la que la actividad de PDE enddgena se suprimio.

[0186] Las fases abiertas de lectura verificadas de LmPDE-A y LmPDE-B1 se clonaron en un vector de expresion de
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levadura (pLT1, S. Kunz, no publicado) y se transfectaron en una cepa de Saccharomyces cerevisiae en la que ambos
genes de PDE endogenos se habian suprimido previamente (cepa PP5: MATa leu2-3 leu2-112 ura3-52 his3-532 his4
cam pdel::URA3 pde2::HIS3; Colicelli et al. (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 90,11970-11974). El vector de
expresion pLT1 es un vector de levadura basado en 2u que porta un gen selector LEU2. El sitio de clonacion esta
flanqueado por un promotor TEF2 seguido de una caja Kozak optimizada y por un terminador Cycl. S. cerevisiae
deficiente en PDE acumula AMPc intracelular, lo que da como resultado un fenotipo sensible al calor. En particular, no
se observé crecimiento después de un choque térmico de 15 minutos a 55°C. Como se muestra en la figura 12, tanto
LmPDE-A como LmPDE-B1 complementaron completamente este fenotipo y restauraron el crecimiento insensible al
choque térmico. Para un ensayo de choque térmico, se sembraron parches en estrias en placas de SC-met-ura y se
dejaron crecer durante 2 dias a 30°C. Se replicaron los parches en una placa precalentada a 55°C. La placa se incub6
durante 15 minutos adicionales a 55°C, se dejo enfriar a temperatura ambiente y se incubo después durante 1-2 dias a
30°C. Estos hallazgos demuestran que las construcciones de LmPDE-A y LmPDE-B1 producen enzimas activas y que
ambas enzimas son capaces de hidrolizar AMPc. Los experimentos posteriores demostraron que LmPDE-B2 también
complementaba completamente el fenotipo sensible al calor y restauraba la resistencia al choque térmico (Johner et al.
(presentada) J. Biol. Chem.).

[0187] Las fases abiertas de lectura de LmPDE-A, LmPDE-B1 y LmPDE-B2 se clonaron de forma independiente en un
vector de expresion de levadura (pLT1, S. Kunz, no publicado) y se transfectaron en una cepa de Saccharomyces
cerevisiae en la que los genes de PDE enddgenos se habian suprimido previamente (cepa PP5: MATa leu2-3 leu2-112
ura3-52 his3-532 his4 cam pdel::URA3 pde2::HIS3; Colicelli et al. (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 90, 11970-
11974). Estas cepas se depositaron en la Coleccion Americana de Cultivos Tipo (ATCC) el 25 agosto 2004 y se les han
asignado los nimeros PTA-6167, y , respectivamente.

Ejemplo 5

[0188] El siguiente ejemplo proporciona los métodos usados para caracterizar las actividades cataliticas de LmPDE-A,
LmPDE-B1 y LmPDE-B2 recombinantes. El ejemplo también proporciona los métodos usados para evaluar la
sensibilidad de LmPDE-B1 y LmPDE-B2 recombinantes a inhibidores de PDE disponibles en el mercado.

Ejemplo 5.1: Preparacién de Lisados de Levadura

[0189] Se lisaron células de levadura PP5 que expresaban LmPDE-A, LmPDE-B1 y LmPDE-B2 como se ha descrito
previamente (Zoraghi et al. (2001) J. Biol. Chem. 276, 11559-11566). Las células se cultivaron hasta fases de
crecimiento logaritmico medio a logaritmico final en medio SC-leu, se recogieron, se resuspendieron en el volumen
original de medio YPD precalentado y se incubaron durante 3,5 horas adicionales a 30°C para maximizar la expresion
de proteina. Las células se recolectaron después, se lavaron dos veces en H,O, se sedimentaron por centrifugacion y
se almacenaron durante una noche a -70°C. El sedimento celular se descongel6 en hielo y se resuspendié en tampon
de extracciéon helado (Hepes 50 mM pH 7,5, NaCl 100 mM, céctel de inhibidores de proteasa Complete® 1X sin EDTA
(Roche)). Se lisaron células mediante molienda con perlas de vidrio (0,45-0,50 mm) en tubos de Sarstedt de 2 ml
usando un disruptor celular FastPrep FP120 (3 x 45 segundos en el ajuste 4). Las células lisadas se centrifugaron y se
afiadio glicerol al sobrenadante resultante hasta una concentracion final del 15% (v/v). Se congelaron rdpidamente las
alicuotas en nitrégeno liquido y se almacenaron a -70 °C.

Ejemplo 5.2: Ensayo de actividad de PDE en lisados de levadura

[0190] Se determiné la actividad de PDE en HEPES 50 mM, pH 7,5, EDTA 0,5 mM, MgCl; 10 mM y BSA 50 mg/ml en
un volumen de ensayo final de 100 pl. Cada ensayo contenia 50.000 cpm de AMPc marcado con ®H, con AMPc no
marcado afiadido para ajustar la concentracion de sustrato total deseada. Las reacciones se realizaron a 30°C y fueron
lineales durante al menos 60 minutos. El tiempo de reaccién convencional se ajusté a 15 minutos y la cantidad de
enzima se selecciond siempre de modo que no se hidrolizara mas del 15% de sustrato. Se realizaron estudios de
inhibidor a una concentracion de AMPc de 1 uM. Se disolvieron los inhibidores en DMSO, pero la concentracion final de
DMSO en los ensayos nunca excedio el 1%. Siempre se incluyeron reacciones control con DMSO sdlo. Las reacciones
se detuvieron mediante la adicion de 25 ul de HCI 0,5 N. Para la desfosforilacion posterior del AMP, las reacciones
detenidas se neutralizaron con 20 pl de base Tris 1 M, seguido de la adicion de 10 pul de fosfatasa alcalina (Roche
Diagnostics; 1 unidad/10 pl). Las reacciones de desfosforilacion se incubaron durante 15 minutos a 37 °C y se aplicaron
después a columnas de 1 ml de QAE-Sephadex A25 en formiato de amonio 30 mM, pH 6,0. La ®*H-adenosina formada
como un producto de reaccién se eluy6 con 1,6 ml de formiato de amonio 30 mM, pH 6,0 y se recogié en 3,5 ml de fluido
de centelleo soluble en agua (Packard Ultima Flo). Se realizaron ensayos por triplicado y se analizaron los datos usando
el paquete de software Graph Pad Prism.

Ejemplo 5.3: Actividad y especificidad de LmPDE

[0191] Los lisados preparados a partir de levadura que expresaba LmPDE-A de forma consistente no mostraron
actividad PDE apreciable. Esta observacion es coherente con el hallazgo de que LmPDE-A es menos eficaz que
LmPDE-B1 y LmPDE-B2 en la complementacion de la deficiencia en PDE de la cepa hospedadora PP5. Ademas, estos
hallazgos son muy similares a las observaciones realizadas con el homdélogo tripanosémico TbPDEL. Por ejemplo,
TbPDE1 complement6 la deficiencia en PDE de células PP5 pero su efecto fue menor que el de otras PDE
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tripanosémicas o humanas y no se pudo detectar actividad enzimatica en los lisados celulares de levadura
correspondientes (Kunz et al. (2004) Eur. J. Biochem. 271, 637-647).

[0192] A diferencia de los lisados de células que expresaban LmPDE-A, los lisados de cepas de levadura que
expresaban LmPDE-B1 y LmPDE-B2 mostraron fuertes actividades PDE. Ambas enzimas mostraron valores de Ky muy
similares para AMPc que estaban dentro del intervalo de otros PDE de clase | (Zoraghi et al. (2001) J. Biol. Chem. 276,
11559-11566; Rascon et al. (2002) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 99, 4714-4719; Zoraghi et al. (2002) Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 99, 4343-4348; Francis et al. (2001) Prog. Nucleic Acid Res. Mol. Biol. 65, 1-52; Mou y Cote (2001) J. Biol. Chem.
276, 27527-27534). Ademas, la presencia de un exceso de 100 veces de GMPc no afect6 a la tasa de hidrélisis de
AMPc por LmPDE-B1 (comparese figura 13B con figura 13A). Un exceso de 50 veces del producto de reaccion 5’ -AMP
tampoco tuvo efecto en Ky (ni Kea) (figura 13C). Se obtuvieron resultados similares con LmPDE-B2 (datos no
mostrados). Por lo tanto, LmPDE-B1 y LmPDE-B2 son PDE especificas de AMPc.

[0193] Estos datos concuerdan bien con el hallazgo de que no puede detectarse actividad de hidrélisis de GMPc en
estratos celulares completos de Leishmania major (datos no mostrados). Debido a que la hidrélisis catalizada por PDE
es el Unico mecanismo por el que una célula puede disponer de sus nucledtidos ciclicos (excepto por posibles
mecanismos de exportacion; Guo et al. (2003) J. Biol. Chem. 278, 29509-29514), la ausencia de una actividad de PDE
que hidroliza GMPc de células de Leishmania sugiere que una sefializacién de GMPc puede no existir en Leishmania
major.

Ejemplo 5.4: Actividad de LmPDE en presencia de inhibidores de PDE

[0194] La figura 14 muestra los efectos de varios inhibidores de PDE disponibles en el mercado (100 uM) en la actividad
de LmPDE-B1 y LmPDE-B2 en presencia de AMPc 1 uM. Ambas enzimas fueron insensibles al inhibidor de PDE de
amplio espectro IBMX pero fueron parcialmente sensibles a trequinsina, dipiridamol y etazolato. Trequinsina y
dipiridamol inhibieron la actividad de LmPDE-B1 con valores de Clso de 96,6 y 22,6 uM respectivamente.

[0195] EI perfil inhibidor observado, incluyendo el hecho de que dipiridamol y trequinsina eran los compuestos mas
potentes, se corresponde estrechamente con el indicado previamente para PDE tripanosémica (Zoraghi et al. (2001) J.
Biol. Chem. 276, 11559-11566; Zoraghi et al. (2002) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 99, 4343-4348; Rascon et al. (2002)
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 99, 4714-4719). El hecho de que varios inhibidores potentes y especificos de diferentes PDE
humanas no tuvieran efecto en las PDE de Leishmania sugiere solidamente que el desarrollo de inhibidores de PDE
especificos de Leishmania es factible.

Ejemplo 6

[0196] EIl siguiente ejemplo describe los métodos usados para determinar el efecto de los inhibidores de PDE
dipiridamol, etazolato y trequinsina en la proliferacion de promastigotes de L. major in vitro.

[0197] Las formas de promastigotes de L. major MHRO/IR/75/ER o LV39 se cultivaron a 27°C en medio SDM que
contenia suero bovino fetal inactivado por calor al 5% (R. Brun y M. Schonenberger (1979) Acta Trop. 36, 289-292). La
proliferacién celular se ensay6 en cultivos de 5 ml que contenian diversas concentraciones de dipiridamol, etazolato o
trequinsina disueltos en DMSO (concentracion final de 1% v/v) o DMSO al 1% v/v como control. En diversos momentos,
se retiraron alicuotas de 150 ul y se midio la absorbancia a 600 nm en un lector de placa de microtitulacion. La
correlacion entre DOsoo Y el niimero de células era estrictamente lineal durante al menos el intervalo de 3 x 10° a 4 x 10’
células/ml.

[0198] Como se muestra en la figura 15, los tres inhibidores de PDE inhibieron fuertemente la proliferacion de
promastigotes con valores de Clsp de aproximadamente 50 uM. El alcance de la inhibicion fue independiente de la
densidad celular y el efecto de los inhibidores no se redujo por incubacion prolongada de los cultivos.

[0199] Estos resultados son coherentes con la capacidad de dipiridamol, etazolato y trequinsina de inhibir la actividad de
LmPDE-B1 recombinante (véase, por ejemplo, figura 14). Ademas, los datos sugieren solidamente que LmPDE-B1 y
LmPDE-B2 estan implicados en el crecimiento de L. major y apoyan adicionalmente el desarrollo de inhibidores de PDE
especificos de Leishmania para la terapia de leishmaniasis.

[0200] Con respecto a los intervalos de valores, la invencion abarca cada valor intermedio entre los limites superior e
inferior del intervalo hasta al menos un décimo de la unidad del limite inferior, a no ser que el contexto claramente
indique otra cosa. Ademas, la invencion abarca cualquier otro valor intermedio indicado. Ademas, la invencion también
abarca intervalos que excluyen los limites superior o inferior o ambos del intervalo, a no ser que se incluya
especificamente en el intervalo indicado.

[0201] A no ser que se defina de otro modo, los significados de todos los términos técnicos y cientificos usados en la
presente memoria son los comunmente entendidos por un experto en la materia a la que pertenece la presente
invencion. Un experto habitual en la materia también apreciard que puede usarse cualquier método y material similar o
equivalente a los descritos en la presente memoria para practicar o ensayar la invencién.

[0202] Debe observarse que, como se usan en la presente memoria y en las reivindicaciones adjuntas, las formas
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singulares "un", "0" y "el" incluyen referencias plurales a no ser que el contexto claramente indique otra cosa. De este
modo, por ejemplo, la referencia a "un polipéptido objeto" incluye una pluralidad de tales polipéptidos y la referencia a "el
agente" incluye referencias a uno o mas agentes y equivalentes de los mismos conocidos para los expertos en la
materia, y asi sucesivamente.

[0203] Aunque la invencion anterior se ha descrito en algun detalle por medio de ilustraciones y ejemplos con el fin de
que exista una claridad de entendimiento, resultara evidente para los expertos en la materia que pueden practicarse
ciertos cambios y modificaciones. Por lo tanto, la descripcién y ejemplos de la descripcién no deberian considerarse
limitantes del ambito de la invencién, que se define por el ambito de las reivindicaciones adjuntas.
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Glu Ser Met Leu Gln Ala His His Met Tyr Asn His Pro Lys Glu Tyr
145 150 155 160

Glu Gln Lys Leu Leu His Ile Met Glu Ala Lys Glu Ile Ala Cys Thr
: 165 170 175

Lys Arg Glu Ala Leu Asp Arg Glu Leu Val Ala Leu Asn Asp Asn Leu
180 185 190

Thr Arg Asn Lys His Lys Gln Lys Ile Asn Asn Glu Arg Lys Glu Glu
195 200 205

Leu Leu Lys Lys Leu Gly Gly Tyr Ser Thr Glu Asn Thr Gly Asn Pro
210 215 220

Trp Gln Ala Ile Gln Glu Gln Gln Gln Arg Thr Ala Gly Glu Asn Thr
225 230 235 240

Lys Ser Arg Leu Pro Ser Pro Leu Gly Asn Arg Thr Cys Lys Asp Phe
245 250 255

Asp Leu Val Leu Phe Arg Met Ile Lys Ser Arg Trp Leu Ser Pro Glu
260 265 270

Gln Cys Asp Ala Ser Ser Pro Ala Asn Arg Val Val Gln Pro Tyr Ser
275 280 285

Lys Glu Asp Leu Ala Ile Gln Val Ser Gln Leu Ser Gly Ser Arg Ala
290 295 300

Ala Ile Trp Lys Ala Leu Asp Ser Ile Asp Ser Trp Ser Tyr Arg Val
305 310 315 320

Phe Asp Val Gln Ala Ala Met Ser Gly Asp Asp Tyr Leu Ser Leu Ser
325 330 335

Thr Gln Thr His Gly Gly Ser Leu Leu Ile Thr Met Tyr Ala Leu Leu
340 345 350

Cys Met His Asp Phe Leu Gln Lys Phe Lys Ile Asp Glu Gln Ile Ala
355 360 365

Leu Asn Trp Ile Ser Ala Val Glu Ala Ser Tyr His Gly Asn Pro Tyr
370 375 380

His Asn Ser Met His Ala Ala Asp Val Leu Gln Ile Thr Asp Phe Ile
385 ‘ 390 395 400

Ile Thr Gln Gly Gly Leﬁ Ala Lys Arg Cys Asp Leu Ser Asp Ile Gln
405 410 415

Val Phe Ser Ala Leu Leu Ala Ala Ser Ile His Asp Phe Asp His Pro
420 425 430

Gly Ile Asn Asn Asn Phe His Ile Lys Thr Gly Ser Tyr Leu Ala Thr
435 440 445 .
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10

15

Leu

Phe

465

Asp

Ala

Lys

Cys

Pro
545

Tyr

Phe

Met

Pro

Trp

625

<210>

Tyr

450

Glu

Glu

Thr

Met

Leu

530

Leu

Gln

Met

Asn

Asp

610

Ala

2

Asn

Leu

Gln

Asp

Gln

515

Ala

Asp

Gln

Asp

Tyr

595

Met

Asn

<211> 10966

<212> ADN

Asp

Met

His

Met

500

Glu

Ile

Ile

Gly

Arg

580

Ile

Arg

His

Arg
Lys
His
485

Gly

Tyr

Asp

565

Leu

Ile

Phe

Asp

<213> Leishmania major

<220>

<221> modified_base

<222> (414)

val
455

Ser

Asn Pro

470

Glu val

Ser

Ser Ser

Leu Lys

535

Leu
550

Axrg
Arg Glu
Gln Pro
Thr

Pro

Val
615

Ala

Asp Ser

630

<223>a, t, ¢, g, otro o desconocido

<220>

<221> modified_base

<222> (423)

<223> a, t, ¢, g, otro o desconocido

<400>

tggctaccgce
tccaagcaac
gcacgaccgt
gcecgectgeg
gccatcctte

2

cctgccagca
tgacgggaca
gcacattcac
tatgtectctg
tctectttect

Leu

Ala

Arg

Gly

Phe

520

Met

Trp

Arg

Ser

Phe

600

Ala

agtaccggag
cgtttcagtg
tcaaggtatt
cagtttccca
aactctgttt

Glu Asn Leu

Ile
475

Phe Asn

Thr
490

Glu Met

Lys Val

505

Tyr

Thr Gln Thr

Ala Asp Ile

Gly Ala Lys

555

Leu
570

Asn Gly

Leu Ala

585

Lys

Phe Glu Gln

Leu Val Glu

gcgceeggetce
catgcgcatt
gtgagcgega
tgtgcaaatc
ctctttetcet

28
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His Val

460

Leu Ala

Ile Glu

Ala Ser

Ser

Ser

Met

Leu

Ser

Phe

Val

495

Lys

510

Ala Glu

525
Ser Asn
540

Val Ser

Glu

Leu

Ser Gln

Gln

Cys

Asp

Cys

Ile

Asn

Gly

Glu

Ser

575

Ala

590

Val Ala

605

Glu
620

Asn

gttttetttt
accacgatgce
acaagcaaat
tacctgtett
gcaacagagc

Glu

Lys

Leu

Ala

tgttgccettt
ttacggtgaa
cccaaaacaa
cgactctgcee
tgaagtctga

val

Ser

480

Leu

Gly

Leu

Arg

Phe

560

Pro

Phe

Leu

Tyr

60

120
180
240
300



cgcgcecttcecte
acacggttgg
ccnacccacce
ttgctttteg
tcttgagcag
gatggcgggg
aggcgcctece
ctgcgacaat
tagagtaacc
ttecegecgac
ggagaagtgt
cgagagcatg
gctccacatc
gctggtecgeg
gcgcaaagag
gtggcaggcg
gccgagcccg
caagagtcgg
gcagccgtac
tgcgatatgg
ggcggetatg
cctgataacc
cgagcaaatt
tcacaactecg
agggttggcg
ctcgatccecat
ctaccttgcet
tttcgagctc
tcatgaggte
aaagtacgtyg
cgagcagaat
ccecgettgac
cgaccgtgag
ccttgcgaag
ggccgagett
ctgggccaac
tttecctcace
cacacacaca
accggaagcyg
cactgectce
gattatttct
tgaaggaaaa
ttecgtatce
cttgaagtgc
acacttctet
acatgtgcat
cctctctcat
atttttacge
cctcagtggt
ttgacgaggt
tcectteece
gggcaccgte
gtttgactga
ccttttgacg
gaagaaaaac
gatgagcgtt
ttaggcctta
aactcggtag

gttetttegt
tcgaccgctc
cacccactca
ttgctcttee
ctgcagcagce
atgagcgaca
tacatctgca
gccgattgga
gtgcagcctyg
tetaaaggcece
gcaacctttg
ctgcaggcac
atggaagcca
ctgaacgata
gagcttctaa
attcaggagce
ctcgggaacc
tggctgtcac
teccaaggagg
aaggcactgg
ageggtgacg
atgtacgcac
gcgectcaact
atgcacgccecg
aagaggtgcg
gacttcgacc
acgctgtaca
atgaagaacc
cgegagacga
gcgagtcectga
ctctgeeteg
atttacctge
cgcaacctgg
agccagattg
ctgcccgata
cacgacgact
gcececectttt
cacacacaga
gggcaaggac
ctegttgect
tcecacgcetga
aggagtaaca
gctcagtctc
gaacacttgt
tecttgettee
ctggegtgtyg
gecttttgttt
ttgetttecaa
tgtttgtggt
ttacctctcect
acatccctcecce
cacctecectte
cgeggtgeag
attatggtte
aaacaagaaa
ggtgtcatet
tccaaggtct
ccaggctatg

tttttttect
cagaaaataa
ccaaacaggc
tgeggtgecg
tggcaagtgt
cggcagagga
acttgaacga
gcagcttctt
gaaatgctca
tagcatgcte
tgecttgageg
atcacatgta
aggagatagc
atttgacacg
agaagctcgg
agcagcagag
gcacctgcaa
cggagcagtg
acctcgcgat
attccatcga
actacctctc
tgctgtgeat
ggatcagcgc
cggatgtgct
acctaagcga
accctggecat
acgatcgcag
cagccttcaa
tgatagagat
agggcaagat
cgattgectcet
gctggggagce
gcctcgaatyg
ccttcatgaa
tgcgcttcge
cgtagagaca
tttegtggtyg
cacagtcttce
gtatatatct
ctccttgega
tgggaaggtg
ccaactggaa
cttaattttt
aatccctctg
ttcecacttt
tgcacgtatg
gtgcatttcc
cecctgtgtgt
ggtaccecgaa
cttcececttece
cgatcctttg
ggttctectct
cgggtagcgt
tacgcggctt
aggegttgtce
tcgttggtgce
ggccggcact
attcccatct
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cttecceett
cagcaagagg
ggccgaaaaa
cgctctagca
gtacgccatce
gctgacgttc
gaaggctcectt
tcgecgaggtte
tcgagtcgcce
gatggaggtg
aaccacggag
taaccacccg
gtgcacgaag
caacaagcac
cggttacagce
gacagctgge
ggattttgat
cgacgcatcc
ccaggtgage
ctcatggagc
gctctcgacg
gcacgacttt
agtggaggeg
gcagattacg
catccaggte
caacaataac
tgtectggaa
catcctagcece
ggtgctggeg
gcaggagcac
gaaaatggcc
gaaggtgtecg
cagtcecttce
ctacatcatc
ggtggctttg
tcccactcac
acgcgctectt
gttctaccta
atttctetet
tgtattatta
taaaaggcgg
ccctecacteg
ttttgtggta
gtggcttttg
ctecgtettet
cgtaacgagc
ttcatgccaa
gtgcttcege
ttgeceogttte
ctgggtttgt
gcecececectktyg
gttttcttceg
ttacatgctg
gcgtttggceg
aatgcgaaag
ttecececatege
tctecacaag
cttgettetg

29

ttttttgecag ctteteccca 360

cgaaacagta
aaagactccc
gcggcagcga
tgecggcaatg
cgttectacg
cacacagcga
cagctggcat
gttaacgccg
cattgcetgt
gaccagcaga
aaggagtacg
cgcgaggcac
aagcagaaga
acagagaaca
gagaacacga
cttgtectgt
tcgecececgega
caactctecag
taccgcgtgt
cagacgcacg
ctgcaaaaat
agttaccatg
gacttcatca
ttetetgect
ttccacatea
aatctgcacg
agcttcagtg
acggacatgg
tctagttteca
gacatttcaa
gatgagttct
atggatcgcecce
actceccttet
gtggaggaaa
cgectttegt
tgtggataca
gtgtcacgtc
cttgttgcag
ttatttttgt
aggagaaggg
ttttcttttt
tgaatttgct
acacgtgtgt
caccctecat
ctgtcgeaca
cctecegtgtt
cgeecgttttt
gcacatacgc
cgcagaccgc
tgcaaaacaa
cctecttegat
ttgeccttttt
gcgacaagce
ggtgcgcectac
tgagttcatg
gattttgtca
gagcacagcg

acgnaaacac
ctctgaactt
tgctcgactt
ctgtcteeogt
acagtttaga
aggcctecgcet
tecaactecggg
ccgcgeccagt
cggggtcagg
agtatattct
agcagaagct
ttgatcgtga
taaacaacga
cgggaaatcc
agtcteggcet
ttegecatgat
atcgegtegt
gtagccgage
ttgatgtcceca
gcgggtctet
tcaagattga
gcaaccegta
tcacacaggg
tgctggetge
agacaggcag
tgagcagcgt
atgagcagca
gctctcacgg
ctcagaccgc
actgcgggeg
accagcaggg
ttecageegag
ttgagcaggt
acaaagcgta
ggcgcacctg
cacacacaca
ggttttctte
ctcccacctt
tgttctegeco
ggagaggagt
cgectttttg
gagttgtcct
gatgagctcc
tcttcaccte
cgecttctteg
tttatgttcet
atttttecct
gggecttegee
cctagctecce
gaaagagaga
gatgcgctta
ttttgtattt
actactetgt
tggagatgga
cattgegact
ctgecegtatg
caacccecece

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020
1080
1140
1200
1260
1220
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1820
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780



tttgecatcet
gctgceegece
gaaaagcaga
tegteeegtt
cacacacaca
aacattttte
tacccttgtt
atacatatat
gtetttgecat
aaagtagatt
tgcacacttc
gtttgtectge
tgcatctttc
aggtagcacc
acacaactcc
acgggcgtac
tgatgcagge
ttgeccactge
gtgtggttga
aggagcagaa
agccgacaaa
cttctattag
tagetgtggg
tgatgcatca
tggagctcgt
atcgggtgtg
tggataacaa
gcaatgcaga
ttgagcgcaa
tegetgttcet
catcaattca
tgtegeeget
ttgtatcgea
aagggttgag
g99cgggggtg
ttgaaaagct
attgtttett
agttcggtgt
accaagcctce
tttectggteg
tctctcactt
catgaagcgt
gaagctggtc
cgccgacate
gcacgatgcet
ggttctagga
cgtgccgege
ttecccaggeg
cggaccgctg
cattgtgcgt
actattggag
gaacgttgac
gcttecgecetg
acccgacatt
ctectgcagce
gcacgetgcect
ggatgtgcag
gcaggccttg

teotettcteg
ttegtegacg
agtacagttt
actttecacac
cacacacaca
cttttttect
ggcagcctgc
acatatatgt
ccgtgtgeac
gttggccaca
accgccteat
aagttgaccc
tgagetttge
cctagagcect
cgcaactgga
agecctteecat
accgtacaat
ctgtagegtt
gttagccgeg
cagcagcagt
gttecttgtca
cgccgtgett
acgtgggcac
aaaccgcagg
tgagtttctt
gatggacctg
tgaggagatt
cggcaaagca
ccgaaaaatc
tgagggcagg
ggaccaccta
tcececcatcaa
tttttttete
gtgtggtggt
tacggtaaca
aaagaacaac
cttgagctge
ctetgtegea
gtgettecee
tttttcecatt
cagtcccttt
cgtgagcagce
cagctcattc
acgcaggacg
ggcgcaggcg
gaggaggcgt
agccaatcca
tcgggeeegg
gacgagacga
ggcgaggacc
gaaaatagca
tcggaatgge
caccacagtg
gccgeccgtag
aatagcgact
agcgeegtgt
ccgcaacaca
gacaccatgce
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agtccaacgg
tttctgggtt
ctcaaaatct
ggcgcacacg
cacacacaca
tttcgeggaa
taccattttt
atatatatat
ctetegeaac
cactctgega
caccttgacyg
agagtctttt
cgggactcca
gcgccggett
cactcggact
tgggccatag
tegoeotgtge
ggggcaccgce
cacatgaagc
gccgccgtga
gacatgcecgg
gttgacgccg
ctgagcattg
ggccagtcgt
gtttegacaa
cgggacaaac
ggccggtace
ttctgggaag
gtcgacttca
gacttatgcg
gegegtgtac
agtgtgtgcg
catttttttt
cgtgacccac
ctgcacatgc
aaaaaagaga
accgcaggag
cgetgeggea
cacttggecte
tcgtgeccaat
tgtacaacgt
gccgacagcyg
catccgacga
aagcagggtc
acgcgtggat
gteectgatgg
cgattgacag
tggatgtcecca
tacctettct
catcttetce
gccatcttga
cggcgttegt
agcgtgecttt
tgcgtectgt
accacagcca
catttcagga
ctgtcgtgga
tgagcggtgg

ctcttectecc
tcatgeccact
tgtctctaca
acgacactta
cactgcacag
cacattettt
ttgttteegt
atatatgtgt
acacttctgt
tagecgegttt
ttattattat
actcgagege
acatcgacgt
tctctttgte
ttcatgggct
cgctcaagaa
tgaccgaaga
tagacctgct
agaaggagac
ccgagcctge
gaattttgca
aggatgcgac
tgcgcttcett
gecectgecateg
gtgagaacaa
acggecgacte
tgctgegeca
tgtagacatc
gctcttgttt
gctgtgcatg
ttcttgctte
taactttgaa
tttgcttgga
tegtcaccat
acacatacgg
cagcactcat
cccttgegec
cgttgecgecca
gtgtttgttt
cagctctetg
accgcacgtt
cgagcgegag
ggatgcgcge
gaatgcaccg
ctacggcage
ggctttegat
gatcaatgtg
cgagcgacgt
gcagtactac
tgcagctcga
gatcgectcet
gcagagcatg
ggaggccatce
gaccgccttt
caagecgegtg
ggtggtgtcg
tectetgegeg
gtggtctgca
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tttctcetect
ccecectttcece
cggcttgceca
ccceceecece
tgtcacggtg
cttcctatta
ttcettgtgt
atatgcttcg
cagcgcaatt
tcecagggacyg
tattttaage
acaccatcaa
gatcatcgct
cgaaggagca
gtggagctat
cttcgaccty
tgaggagtgg
gagagagatt
tcagcaaaac
cgaggggagc
gccecgtegac
gggacaaacg
gctggagaac
cgccgtgaac
cgcgaagage
cgecgetette
cggcgcecgat
gaagaagaca
agcatatgtc
gctactgtgce
ttaccacccce
aacgcagtga
cctecccecaa
gcgegtegtg
tatgccactt
ctgcaagtat
acttcgacgce
cggggcaaca
tgctctegtg
tgcecececececcee
ttacgttgga
cagctgeccaa
cgctaccttg
tgcteccgegg
gggctcgaga
attgttcgta
gcggagttgt
cgcactgctg
cgggggagtc
catgcecgeceg
gcaggcaacg
tctacgccgce
gcaacccegca
ccgtecageg
gagtacgtct
gcgataccgg
gcacctggca
gacgtctgte

cttetctteco
ctgcacggag
gtgtecegeac
tacacacaca
catcatctga
ctattttgcet
tggcgattat
atcategtgg
gtctttetga
agctgcagte
ttececgeaga
acatcagcca
cgccttegece
gcagatgacg
caggacaatg
gctcgcaagt
agcacaccgt
ctggaccgga
cccactteceg
agcgacggaa
ggcactcctg
cctetgette
ggtgcaaatt
cgcggaaaca
aaggcagtgc
tacgcttcca
cgcgagetge
acaagggaca
gagaaggcca
gacaagaggg
ctcceccaca
Ecatctecgge
acaaaaggaa
ggaaggaagg
tggggctcett
ggtctttgte
cgctgcgeat
cccaagctcecg
cgeccectcet
ccttececete
aagtggcegt
ctgccttgac
caagggagtt
agggaagtgg
agctgctgtc
tcactcgeceg
gctttgeggt
gtgccacgtc
gatttgacgc
ccgacgeagce
gcagcagaaa
ttectatgac
tgctcaccac
ctggtetcta
gccgcaccct
tgtttgtget
gcaaaacagt
gaggggtgct

3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
€540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140
7200
7260



catcgccaac
ctaccacgce
ctttaacgat
ctgecgacgte
atggtecggca
ccttgaccte
ggaggacgag
cgacgtgaat
ctccccgaat
ggtectgege
caaagcaaag
gacgaaaggc
aaccttctac
ctecttecgtee
acgccgcate
caagggccct
aaggtttttg
ggcaccgcegce
cgaggatctg
tggagatcct
ccgactcgag
ggeggtgctg
cgagccgacc
gctggagctc
tcacgacgtt
agagcctgag
cataactcoct
tcgaagaggc
actattctaa
ggagcagtat
atgagaggcg
ctgetctgge
gccatteteg
tgagggtcge
tgaaccaact
ttgectatteg
cagcaacatc
actggtgtac
gtgctcetgt
cgttggtctc
gttgeegtgt
tectttgtcag
ccatagctcece
ttttcttgtt
tgtatatgac
gcctgeccgg
acatcgctgt
tgtaccgttg
aggatgtcgce
gceccggecag
ctgccacgag
ttcagcaccg
tecgegeeete
cggtttcegt
aggcgacaga
gtgtgtccaa
tcatgttcat
ccgcecatgaa

tgcccatceca
tgaaaaagag
ccttgceccega
caacgtcecatce

gaaaaggaca
ccaaacgtga
cctacgaacc
ccgtgecageg
agctacgtga
ttggecceacag
gaggtggttt
gcggttctac
gtggagggga
attttgececge
cagccagacc
aagctgtggg
ggctttgace
gggaaaggcc
gtgectctega
ggcgtggagg
ccaactgcgg
tttactgcec
ctccgaaacg
gctgttgtag
gcgttgetga
ctgacaagcc
gatgcagceccg
gccatcgatg
gagcgtggct
gagcaggcaa
gtgctttecac
catggagcct
gcgagtaacc
aattgtcgcec
atgecatggct
ttttccacga
ctectgtgcetc
cgagaagacg
ctcttccact
gtcttegteco
cgcacaagcc
acgatataat

tgggccattt

gccccgattyg
ttctectttac
acagcgcgge
gtgcttttaa
tctggggggg
agagatgatc
tgectecaact
ccggeegtga
gagtacccge
gatgtaccgc
gcgagaggtc
gccteecgaga
cggacctctg
ceccttecagag
ggcatgtcetg
gctgcccteg
aaaggacggc
gcccaagaat
ctcaccggcec

cgccgaggcec
tgctgteggce
aggcgtgatce
gtecctececagt

gagtgaaggc
tgactacccg
caagcagcga
gcgacggcac
agtccctegt
ggggcattet
gcgtegggtt
aggagaaggg
tgcagcacce
atcgtgatga
ggacggcgcc
cgccagttgg
gcecgcgacga
tegtgecetet
cteccggeget
tggtgtccgt
cctgccggtg
gaaggctgca
gccacgttta
ccgctaacge
cgcagggcag
acgtggaggt
ctggtcegtg
gctctctgeg
cgctggcegg
aggaggtgta
tgcagtgget
gtctgcactg
gcatcttcac
gagcccctca
tttecaatage
aggggatgga
cggcgtecte
cgtgctttct
acgaacgctc
accttggctt
gtacccttta
cggcgttttt
cgatacgcge
ctcgtggcat
ttctatggag
caaggcgagg
tacaccctcce
gttecgacccece
agatgtgccea
gcgacaagcg
cggatgtgcg
gccaatgcat
agggcagctt
gccgecttggg
cgcgcgtgga
cagcaccact
cgggatgctg
ctcactcate
gacatggtga
aacgctggct
acagcactag
gtgcgcaccg

gaggcagcct
atggcggagc
aaggcggtga
caaqggtgte
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gacgcagaca
atgcgacggt
gccgcaagaa
catccgecaag
gccaacccaa
ggtttacagc
ggaggctttce
atttcacctg
ggtgctgceg
caccggeggyg
cacagtgatt
cgtcgaggac
agcgaacttce
gtatcacctc
ggcggatatg
cggtatgcgc
gcgecgecgte
cttcecacgtt
cacgcgagat
gaatccgaag
tagtgaatct
agggtgegtt
gtacatgagc
tgcgttcggg
caacaacate
gcaccggaag
tatecgagact
ttgatecctte
tgactaaacc
tcacgtgtat
cgtgacgecgt
tegegeaata
ttgagggtgce
gaacagctca
tttcggtatce
cacgaagaag
ccacctctgt
cttetetgtt
aagcgtegcet
tttctcgteca
gcacgttgtg
ttggtcgggt
ttectectece
tttttgtgta
gtatgagggc
attctgcacc
ggtcgggacg
ggacgaggcg
attttacggce
cggctcggca
agtgtgacca
gcecgegecgce
gcatgctggt
ccgccaacac
catgcctegt
gcgaagagtt
gcecgtctect
gaaaaccctg

actattctee
gcactattgt
aggacttgga
aagtgatgtg

31

cttceggege
gtgcagtggc
cggcggtttg
gagtgttecca
cgtgegttge
acgtgcagca
ggcgacagtg
cactcggcag
ccgacgtacg
ttetttgtgg
cgacacaadgc
gaggcgtggg
gtctactatg
aatccaaatg
gtgctgegea
gcgttcgagg
gttgagtccg
tcgaagcaca
cactggagga
gcgectggtea
accatctcectg
ttggtgggca
gcgacgctga
ttgatgacgt
ggcagtgegg
cttcacacgg
acagttacat
tecttttttt
gccaaactte
gaggggegaa
ccgtgtgtge
cacgcgcgtt
ggctggtgtt
cgagcagagc
ttcaatccat
ggaagccaag
ggttccactce
gttgcectec
atttecgtget
tcgtttttee
catcttecgee
gcgcegggcgyg
cttgtttcca
atcagcacca
tgcacggaga
caccatctct
tgccccatat
gtgtcccggce
ggcgectetg
cggccegtgeca
atgcggccag
cgececgeccacg
gtctctgeeg
tccegaaaag
gtgcttectc
cgagceggtg
ggacacggcg
gaacttgttc

ggctgaagceg
ctcgtttgta
accgcatcat
tcgccacaac
tgtgcegegg
tgaatccgaa
tegagectcat
gagggattct
acggcaacaa
cggctttceg
tgaaccactg
ccaacatatc
acgccactag
gtgggectat
cacgtcecgta
catacgacgg
cctetttttt
agcagctact
cagtgttggg
agecctggecag
acgaggaggt
tecctecttega
gcgggcacaa
tttttggcat
tegcagacga
cgtggtgtceg
tcgatttcaa
gcgtatgegt
atgagtcgca
acgaaaaatg
gctggattcg
ggaatgcacg
ggagtggggt
ctctgctact
cttectcectgte
cctcagcaca
catctectte
tttetetete
ttacatcttg

gtctecgtac

ccteteeget
tctcatttct
taactcgtta
tgcaggtcgyg
tcgatctgcet
cccacagegce
gctategegt
acattgaccg
cgaaggggcyg
gcattcaagg
acattetgcec
cgcagcgccg
ggtgacaagg
geggtgggea
atacccactt
cceceegttcet
gtggatcgtg
gccgtcacac

7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800
7860
7920
7980
8040
8100
8160
8220
8280
8340
8400
8460
8520
8580
8640
8700
8760
8820
8880
8940
9000
9060
9120
9180
9240
9300
9360
9420
9480
9540
9600
9660
9720
9780
9840
9900
9960
10020
10080.
10140
10200
10260
10320
10380
10440
10500
10560
10620
10680
10740

tcttacactc tecgacggtgg 10800
gtttetcteg cegecteccaag 10860
taggaaaggg tcgtggecgt 10920

atgagyg

10966
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<210> 3

<211>930

<212> PRT

<213> Leishmania major

<400> 3

Met Ala Tyr Phe Thr Ala Lys Arg Ala Ser Ser Met Gly Ala Ser Thr
1 5 10 15

Val Pro Ser Gly Asn Asp His Leu Leu Glu Ala Leu Thr Leu Cys Asp
20 25 30

Cys Ile Leu Ser Arg Tyr Lys Arg Cys Gly Val Gln Leu Asn Asp Ala
35 40 45

Glu Ala Ala Ala Phe Ala Asn Leu Gln Gln Arg Ile Ser Ser Ile Ser
50 55 60

Gly His Ala Ala Asp Ala Ala Cys Pro Ala Gly Ala Thr Arg Lys Gln
65 70 75 80

Ser Gln Glu Leu Gly Leu His Glu Tyr Ala Gln Leu Ala Gln Arg Cys
B85 90 85

Leu Ile Phe Gln Asn Pro Leu Ala Gln Ile Val Ala Thr Ile Asn Glu
100 105 110

Glu Phe Ser Lys Leu Val Ser Cys Ser Val Arg Thr His Tyr Ala Asn
115 120 125

Thr Asn Asp Ala Val Leu Cys Asp Pro Val His Asp Thr Vval Ala Thr
130 135 140

Ile Asp Thr Ser Thr Pro Ile Gly Arg Cys Ala Lys Thr Lys Thr Thr
145 150 155 160

Val Thr Ile Ser Asp Thr Val Tyr Ile Pro Leu Cys Tyr Asn Ser His
165 170 175

Val Val Gly Cys Leu Glu Val Glu Ser Thr Ala Ile Asp Thr Ser Thr
180 185 150

Pro Phe Phe Gly Tyr Leu Leu Gln Val Ala Ala Leu Thr Leu Gln Asn
195 200 205

Ala Thr Ser Ile Asp Thr Leu Arg Trp Glu Thr Arg Lys Ala Glu Ala
210Q 215 220

Met Val Gly Met Ala Thr Arg Leu Ala Arg Asp Thr Leu Glu Glu Ser
225 230 235 240

32



val

Asp

His

Ala

Tyx

305

Val

Gly

Glu

Asn

385

Val

Val

Ser

Met

Ala

465

Tyr

Leu

Thr

Leu

Arg

Phe

Gly

290

Glu

Thr

Ala

Gln

Thr

370

Glu

Val

Arg

Ser

Ala

450

Gly

Ala

Thr

Ala

Cys
530

Val

Cys

Glu

275

His

Bsp

Arg

Val

Arg

355

Phe

Thr

Ala

His

Met

435

Asp

Thr

Asp

Gln

Val

515

Phe

Gln Ser Ile

Ser

260

Asp

Val

Bsp

Thr

Ala

340

Leu

Ser

Leu

Leu

val

420

Phe

Ser

Val

Ser

Ser

500

Val

Thr

245

Ile

Gly

Ala

Arg

Ile

325

Gln

Pro

Met

Leu

Leu

405

Leu

Leu

Ala

Ala

Arg

485

Ile

Gln

Pro

Phe

Asn

Glu

Phe

310

Leu

Leu

Arg

Phe

Lys
390

‘Ser

His

Leu

Asn

Glu

470

Phe

Leu

Leu

Thr

Ile

Leu

Val

Ser

295

His

Cys

Ile

val

Ala

375

Glu

Asn

Gly

Asp

Glu

455

Ser

Asn

Cys

val

Asp
535

Asn

Val

val

280

Cly

Arg

Leu

Asn

Phe

360

Ala

Lys

Thr

Ala

Lys

4490

Ile

Gly

Ser

Glu

Asn

520

Gln

ES 2358331 T3

Thr

Lys

265

Val

Ala

Ser

Pro

Lys

345

Gly

Ala

Lys

Asp

Lys

425

Glu

Arg

Val

Ala

Pro

505

Lys

Glu

Ala

250

Ala

Leu

Val

val

Ile

330

Leu

Arg

Ser

Lys

Ile

410

Lys

Arg

Phe

Gly

Val

450

Ile

Leu

Thr

Lys

Asp

Pro

Val

Asp

315

Ala

Asp

Arg

Leu

Ser

395

Arg

Leu

Asn

Pro

Glu

475

Asp

Thr

Gly

Phe

33

Thr

Gly

Ala

Asn

300

Lys

Phe

Met

Asp

Arg

380

Asp

Asp

Leu

Glu

Cys

460

Asn

Leu

Asp

Lys
540

Leu

Ser

Gly

285

Tle

Val

Glu

Val

Glu

365

Asn

Ala

Vval

Asn

Leu

445

Gly

Ile

Gln

Asn

Asp

525

val

Thr

Leu

270

Thr

Pro

Thr

Gly

Thr

350

Glu

Cys

Ile

Asp

Ala
430

Tyr

Gln

Met

Leu

Gly

510

Gly

Phe

Glu

255

Glu

Gly

Asn

Gly

Thr

335

Gln

Leu

Arg

Leu

Ser

415

Bsp

Ser

Gly

AsSp

Gly

495

Glu

Ser

Ser

Ser

Ala

Ile

Ala

Tyr

320

Ile

Ser

Phe

Ile

Asp

400

Ile

Arg

Lys

Ile

Ala

480

Tyr

Val

Val

Leu



Phe

545

Asn

Thr

Glu

Phe

Glu

625

Ser

Phe

Phe

Thr

Leu

705

Ser

Ser

Glu

Gln

Thr

785

Ala

Met

Phe

Ala

Ala

Ala

Glu

Thr

610

Pro

Gly

Ile

Tyr

Gly

690

Val

Phe

Gly

Ile

Asp

770

Asp

Lys

Glu

Glu

Gly

Gly

Gln

Arg

595

Ser

Met

Leu

Leu

His

675

Lys

Thr

Tyr

Asn

Leu

755

val

Met

Ala

Thr

Thr
835

Ile

Axg

Arg

580

Glu

Pro

Asp

Pro

Gln

660

val

Ala

Ala

Leu

Asn

740

Ser

Ala

Ala

Gly

Leu

820

Ser

Ser

Glu

565

Ala

Ala

Gly

Ala

Glu

645

Cys

val

Ser

Leu

Lys

725

Ser

Asp

TyY

Arg

Tyx

805

Ile

Arg

Ile

550

Ala

Pro

Val

Phe

Ala

630

Lys

Arg

Asp

Glu

Val

710

Thr

Val

Pro

Rla

His
790
Asp

Lys

Met

Asn
Met
Lys
Met
Asn
615
Ala
Phe
Arg
Val
Leu
695
Hig
Asp
Leu

Ala

TyY

Asn

Thr

Ser

Ser

600

Leu

Gly

Gly

Arg

Cys

680

Leu

Asp

Ser

Glu

Ala

760

AxXg

775 .

Gly

Ser

Ala

Trp

Asp

Asn

Gly

Ala
840

ES 2358331 T3

Ser

Leu

Val

585

Ile

Phe

Val

Cys

Tyr

665

Gln

Thr

Leu

Pro

val

745

Asp

Ala

Leu

Asp

BAsp

825

Met

Asn

570

Lys

Asp

Glu

Val

Arg

650

Arg

Thr

Glu

Asp

Leu

730

Val

Leu

Ser

Gln

810

val

Ala

34

Leu
555
Leu
Vval

Phe

Val

Tyr

635

Glu

Arg

Leu

Leu

His

715

Gly

His

Phe

Ile

Arg

795

Glu

Ser

val

Leu

Gln

Ile

Gly

Arg

620

Asn

Gln

val

His

Glu

700

Met

Ile

Cys

Glu

Asp

780

val

Sex

Asn

Thr

Glu

Arg

Ala

Gly

605

Glu

Leu

Thr

Pro

Thr

685

Cys

Gly

Leu

Ser

Gly

765

Cys

Phe

Axrg

Val

Glu
B45

Phe

Asn

vVal

590

Ala

Lys

Leu

Leu

Tyr

670

Tyr

Tyr

val

Ser

Leu

750

Leu

Val

Asp

Arg

Thr

830

Glu

Ala

Ser

575

Thr

Tyr

TYyr

Trp

Leu

655

Leu

Val

Ser
735
Ala
Ser
Leu
Asp
Leu
818

Lys

Phe

Val

560

Ile

Pro

Asp

Ser

Asn

640

Asn

Asn

Tyx

Leu

Asn

720

Ala

Ile

Gly

Ala

Met

800

val

Pro

TYyx



Phe
865
Ile

Phe

Lys

Gln
850
Asp

Asp

Trp

Gly

Arg

Phe

Gly

Gln
915

Asp

Ser

val

Met

900

Glu

Met

Lys

Ala

885

Gln

Ile

Glu
Asn
870
Gly

Trp

Leu

ES 2358331 T3

Lys Glu Lys
855

Asn Glu Leu

Lys Phe Phe

Cys Val Asp
905

Asp Gly Arg
920

Gly val Glu
860

Ala Arg Gly
875

Arg Asp Ile
890

Thr Val Asn

Arg Asp Ser

Val Leu

Gln Ile

Val Gly

Ser Asn

910

Ile Axg
925

Pro
Gly
Asn
895

Arg

Pro

Met

Phe

880

Leu

Ala

Ser

val
930

Ile

<210>4
<211> 7095
<212> ADN

<213> Leishmania major

<400> 4

ctgcgagegg
atacggctat
gteccaaaggt
cctecttteg
gggacttttt
ttcatgcatg
tcccegtett
agcaacgcaa
gcctettacce
tattagtctg
tctgttgeccg
ctggeccegtc
cceccatgtgce
gtagacggtg
cttctcacgg
tceccatttg
tgtcgtgegt
gtgcgcacgt
tecgteggect
atagaaaaaa
agcgctggac
agcgccatgyg
agcggcaacg
aagecgectgcg
cgcatatcta
aagcagtcgc
tteccagaacc
agctgttcag
cacgacactg
acgaccgtta
ggctgcctgg
cttcaagtgg
actcggaagg

gaggacaggg
gagagggatg
gaggaagttg
gtgccatcat
ttcgtecttgt
taatctatgc
ttcetecttg
tgcetecgece
gtactgtaac
gcctgccaaa
cgattctgca
cecgttgecet
gacccggcga
cgttctgeeg
attactctcc
tgegectcette
gcatctectgce
cagaaccgtc
tgacgtgttt
gcatagggat
acgtgcgcac
catatttcac
accatctcct
gggttcagct
gcatctccgg
aggaactggg
ccctecgecca
tgcgcacgea
ttgcaaccat
ccatttccga
aggtggagag
cggcactaac
cagaggccat

cgaggcaacg
tgtgctgttg
ggacgaggaa
taccacccct
tcgetttecet
geggtgtgeg
tttagegtte
tcecccacccece
ccttttecgeg
atcatgaagt
cegetectta
tgtatggaga
ttaggcaact
tggcctettt
gtggccactg
catccatgca
atccgtctge
tcaagtcect
tcggtcatcg
cggaaagctg
gtccaccgca
ggccaagaggd
cgaggcactce
caacgacgcg
ccacgcagca
actgcacgag
aattgtcgcece
ctacgccaac
cgatacatcg
cacggtgtac
caccgcaatc
actgcagaac

ggtgggcatg

tgtgecgagat
gtgtgtccte
gcatgcatgg
cgctcctget
cctectecte
gactacaccg
tctttttcett
gtatgtecgca
tacacgggca
ccaccacacc
tcecagcgegt
ccgccaagag
gtaaaaaaag
cgtgctgcete
cgtgcectece
cccaatcaaa
cagtgegtgce
cacctcagceg
tttcaccatt
tggcctatac
tcacagtgag
gcgtectega
acgctgtgeyg
gaggccgcecg
gacgccgcat
tacgctcaac
accatcaatg
acaaacgacg
acccccatcg
atccccctat
gacacgagca
gctacctccea
gcgacacggce

35

aaggtecgtgg
aacgttcgtg
acggtctcgt
ttttcgceccege
ctectectee
tcgeccecaccg
ggcaccccect
ccectgtgte
ccatctecggt
tgcctagtce
cgttggagta
ttgtggcaca
gagcggegtc
tctctcetatg
tggetgttte
aaatcggatg
gtgegtgtgt
tcaatctacc
gtctecggcete
acgttcacgyg
agacggagag
tgggtgcaag
actgcattct
ccttegecaa
gcccagcagg
tggcgcagcg
aagagttctc
cggtgctatg
gcaggtgtgce
gttacaacag
cgeecgttttt
tcgatacact
ttgctcgaga

cacagagagg
ctaaaggtcc
ggcctcatca
catgcccagce
tgtggttgct
cccteececte
ctttttcceg
ccttgcgcac
tttacttgta
atgccgcecta
gaatcteceg
ttcaaagttg
attcacagga
catctctcte
ccggctettt
cggtcatgtce
gtgtgtgtgt
ctcattgtcg
aacgaccaca
gtgccecgete
aaaccagcgt
caccgttecg
gagccgttac
tttgcagcag
cgccactcga
gtgcctgatc
caaacttgtg
cgacccagtg
gaagacgaag
ccacgtegtce
cgggtacctg
gecggtgggag
cacgttggag

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1520
1980



gagtcggtge
tgtagcatct
gttgtggtge
gtgaacatcc
ggctaccaca
gttgcgecage
gtgtttggac
ctgcgcaact
ctggacgttg
cacgtgctge
gataaggagc
ccctgeggge
gacgcgtacg
cagtccatcc
gtcaacaagc
tttaaagtgt
gcggtgaacg
cagcgtgcete
atgtegatcecg
gtgecgcgaga
tggaacagtg
ttgcagtgcce
gtgtgccaga
ctggagtgct
aacaacagct
aacaactccg
gccgcggacg
atcgattgcg
gatatggcga
acgctgatca
tgggcgatgg
gtggaggtge
ggcttecatcg
ggaatgcagt
gatggecgcece
ttgatgccgt
tgcaggcgct
tgagcagcag
ttgttggggt
tgcttctatg
ttttttgtct
tgcaccgecea
gaggcactgy
gagactacce
tttggttggt
cggtgtaatc
agattggtac
tgtatctcgg
tgtactttgt
tceecctece
gectggaacac
ctatacctat
tgcteetgtt
gctggatgtce
ctctcteccg
cgcacgctet
tectcttgtte
cacacacaca

tggtgcagtce
tcctggtgaa
tgcctgeggg
cgaacgcgta
cgcgcacgat
tgatcaacaa
ggcgecgacga
gccgcatcaa
tggecgcotget
acggcgcgaa
gcaatgagct
aaggcattgc
ctgactcgcg
tgtgcgagece
tcggecgacga
tctegetgtt
caggtcgtga
cgaagagtgt
acttcggggy
agtacagcga
gtctacccga
gccgecaggta
cgctgcacac
acgtgctgcet
tctacctgaa
tgctggaggt
tgttcgaggg
tgectggccac
aggccggcta
aggceggtga
ctgtgacgga
tgccgatgtt
acttcgtage
ggtgtgtgga
gcgactccat
aatagcgecge
gtgttgacgt
gtttcgageca
gtgtggctac
ctacccattg
gtacaactct
ctcggecccee
cggtgtegge
ccteotegect
cctetgeact
ggatgcacca
gcttgtgecac
ccattcacca
ttctteetee
gcttctecgeca
tgggaaaacg
ctctcecegece
gggtaaatgg
ctgcgcecttge
ttggcacaag
gtgcttecttt
tacgactteg
ccactcecat

catcatcaac
agcggacggc
gacgggcatc
cgaggacgac
cttgtgtctg
gctggacatg
ggagctgtte
cgagacgctg
gtcgaatacg
gaagctgctg
gtacagtaag
cggcactgtt
cttcaacagc
gattacgctg
cggtagegtg
tgcgggceatce
ggcgatgacce
gaaggtgatc
cgcatatgac
gcegatggat
gaagtttggce
ccgecgagtg
gtacttgtac
cgtgacggca
gacggactcg
gcaccactgc
gctgageggyg
tgatatggct
cgactctaac
cgtgtcgaat
ggagttctac
tgaccggtcg
tggcaagttc
cacggtaaac
ccgacccteg
ggtggtgccg
tgagcggetgt
gcggtgcaat
aatgctaagce
gatgttcaat
tctgcttcett
ttettecgtg
gteccggecca
ctectegtttt
gtgegecttge
gccacgtgtg
agactcagat
agccetecect
ttcttcaatt
cgaaacgaca
ccgcagaaac
accagtgtag
cctgtaggat
caccgegtet
gcaggcatcg
tegtcectetge
cggctetgtt
ctgttegegt
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acggcaaaga
agcctggagg
gcaggtcacg
cggttecace
ccgatcgegt
gtgacacaga
gagacgttct
ctgaaggaga
gacatccgeg
aacgcggaca
atggcggaca
gccgagtecyg
gctgtggace
aatggcgagg
acctgcttta
tcgatcaaca
ttgaacctge
gcggtgacge
ttcacttcac
gcggetgeeyg
tgccgtgagce
ccgtaccaca
acaggcaagg
ctggtgcacg
ccgectaggca
agcectecgeca
caggacgttg
cgccacgggg
gatcaggaat
gtgacgaaac
cgtcagggtg
aagaacaacg
ttccgggata
tccaaccgcg
attgtttaag
ttgctcctgg
gcttatctag
gcgggegetg
gtctgtgegt
cgcaaaggtt
ctectctgtgt
gceccatget
cccecaccecc
cgtttegttt
tegtatttat
tatgcecggtg
acccatatat
ccecectegee
tctettecee
ggagggcggt
gtcttggatt
gcgatggagt
gttcgaagta
gtctcecaca
agcgtgtgceg
tcgetgttac
ccactcceccecec
actatatget

36

cgctgacgga
cgcacttcga
ttgcggaatce
ggtcegtgga
tcgagggcac
gcgggcagcyg
cgatgttege
agaagaagag
atgtggacag
ggtcatcgat
gcgecgaacga
gcgttggega
ggcagctggg
tgcttgecegt
cacccactga
acagccatcet
agcgtaacag
¢ggaggagcg
cgggcttcaa
gtgttgtgta
agacactgct
acttctacca
cgtcggagcet
atcttgacca
tccteotecag
tcgagattcet
cgtatgcgta
acttgtecgag
ctcgtegect
cgttcgagac
acatggagaa
agctggegeg
ttgtgggcaa
caaagtggca
gecgteggtece
tgcggaaagt
gcgaacgctt
gaagggdagaa
tggagcttgt
aagagactgce
tgctgctgcet
cgtgcgtacg
cggcaggcca
ttggttggtt
cccttgecte
tectgtaagtg
atgccaataa
cactcccatt
ccecetettet
gegatgtgge
tagatctgtc
gtctattgtg
cgtgttctte
ttctctgtat
ttcttttctce
cctecegetg
cceccetatcet
caatgctgag

gagcgaccgg
ggacggcaac
tggegceegtyg
caaggtgact
gatcgttgee
gcttcegege
tgcggegteg
cgacgecgate
cattgtgegg
gtttectgetg
gatccggttt
gaatatcatg
ctaccgcaca
ggtgcagctc
tcaagagacg
gctggagtte
cattacagcg
tgaggcagtg
cctgtttgaa
taacctgcta
gaacttcatce
cgtcgtggac
cctgacagag
catgggcegtyg
cgecgageggg
gtcecgacccee
ccgegegetg
ggttttcgat
ggtgatggaa
gtcgcgeatg
ggagaagggc
tgggcagatt
cctatttcat
agagatcctg
cgtggtatecg
gtctggtaag
gtgtcatgga
tgttgcagtg
tctecatgtgt
tgtctgtttt
gtecgectege
tgtgcgtgaa
cacgcattcg
ctcttgtege
tgtttecctgt
aagaagtcag
aatcgattat
ccgagtgtge
cttgatttcg
tgaggccgat
tecaccctece
tggtggacgg
tcagcacaac
gtttcacctt
ttggegatgy
tcagtgegece
cccoceecce
cctgggttee

2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4280
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460



aagtggttct
cggtttecctg
cccctagggce
tctctccecga
tcecgegtatg
cgteccctett
aagctgtgtg
aaggtgccge
gaaagaaaag
catgacecgec
ggtgtgcettg
gagagggcgt
tgcggtgcectg
gtcggegact
ttccacgcac
tectgecgacac
tcgeccacgtc
cgtttggcac
gcaataacag
gacaggacta
cgagaaggcc
ggaggcgagc
ccgcggtatt
gcacctcccc
ggcgcttgge
cgagaacagc
ctgaggtgtt
gtttctgttc

<210>5
<211> 940
<212> PRT

cttgctctte
tctgtecgceca
tcacctcegt
tttttgtctt
ataggacgcc
cccacgtgta
cgcggaagga
tcaccaacag
taggacggta
gccaaagaag
gctgeggeag
agacacacca
aaagcagtgce
tctatccaga
gtgctccacce
cttetectteg
ctgeccceact
ctcacccatc
gttaggcata
ccaccctttt
ttccctettt
aatgccaaga
gcggacctga
ctecttgtgcg
cgcgcgtecgce
cctgttgegg
tttcecttgcet
tettt

<213> Leishmania major

<400> 5

Met
1

His
Gly Ser

Ala Arg

Serxr

Asn

Tyrx

Ala Val

His Leu
20

Arg Arg

35

Ala Ile

50

Ala
65

Ala

Ser Ile

Ile Val

Gln

Asn

Leu

Ala

Ala Leu

Ser Ala

Asp Asp

85

Phe
100

Val

Phe

Cys

Thr

Arg

Ala

Ala

Glu

gtcgtcecceceg
ctttctcgge
cttcctecte
cctttttcte
ggcgtggecce
gctgtcecgtg
gagcgacaga
aagaggaaag
ccgcacacac
cegtgttaga
cacctctecce
cgcatgggag
taagtagcgt
tgtgttcatc
tcatcatact
acacttgcca
tcgacaccct
tccecacacgce
cacacgtaca
acaaccctcc
cgacggaccg
tggtgaagaa
tagtgttggc
aagacaagaa
aggtgtctcg
cgaaggtgca
ttctgtttgt

Ser Pro

Glu Ala

Thr
40

Gly

Thr
55

Glu

Ser Pro

70

Thr Asp

Glu Cys
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tctecgeocgetce
atcceccgacce
cccgaacccec
ttttacgatt
ccccecctte
cttttgtgeg
gagagagaga
aggcgggtac
tgcggtacgce
gtgaaccaga
ccttecacgte
aagacaaaac
ctttaaggca
ctecgtgtacce
ttactgatcc
cgacctgtcg
gggaaacttg
cgacatacat
caagtgcact
cccaacacga
cctcagccag
aggtgccaac
gggtgacacg
cgtcecgtac
caatgtcgtg
ggcagtgaag
aatttttttt

Ala
10

Asp

Vval Ala

25

Ser Phe

Phe

Pro

Asp Gln

Pro

Leu

Ser

Asp

Thr

ttgtctctcect
cgatgtacaa
atgtgacgtc
ggattgcact
cacctcccge
aagtcgatgce
gcgagcgagce
gttacaccac
ccggagactce
ttgtttctga
tgecggeggge
atgagatgac
ccceacagga
tctcececttga
tccecctect
gtgecgecectt
cacgtgctcg
atgccceget
tccatcacta
gaaatgactg
accatcctcg
gaggccacca
aacccgattg
gtettegtge
gcgctagcca
ctegagateg
tgtatttgcg

Tyr
Cys Gln

Thr
45

Ser

Thr
60

Ala

Thr Lys

75

Val Pro

90

Cys
105

Asp

37

His

Asn

Asn Pro

Thr Lys

Gly

Ser

Glu

Gln

Asp

Gln

Glu

tttcecegtta
ctcaagceccece
gecttetette
tcttegtgcet
accttetcte
aatccaaacce
ggaactggag
gagccaaagc
gttccctege
gttgctecece
cacgegeggt
gaacaccteg
cgactgctcet
ttcgeetgtg
ctteccectge
ctcectecte
tgcacgcggce
cctecgettca
caactctttt
gagaaatcag
atctegtgca
aggccttgaa
agattctcct
cgtcecaagac
tccttcaggg
agcgcttgcet
tgttcecctgt

Ala Ala

15
Ile Leu
30

Leu Lys

Glu Pro

Phe Leu

B0

Asn Asp

95
Pro Thr
110

5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
69560
7020
7080
7095



Val
Arg
Asp
145
Gly
Tyr
Pro
Leu
Arg
225
Ile
Leu
Val
Ser
305
His
Cys
Ile
val
Ala

385

Glu

Leu

Asn

130

Pro

Lys

Ile

Gly

Arg

210

Lys

Leu

Asn

val

Val

290

Gly

Arg

Leu

Asn

Phe

370

Ala

Lys

Phe

115

Val

val

Cys

Pro

Ala

155

Cys

Arg

Ala

Thr

Lys

275

Val

Ala

Ser

Pro

Lys

355

Gly

Ala

Lys

Ala

Arg

Asn

Ala

Leu

180

Cys

val

Glu

Arg

Ala

260

Ala

Leu

val

val

Ile
340

<

Leu

Arg

Ser

Lys

Ala

Thr

Gly

Gln
165

Trp

Ile

Thr

Ala

Asp

245

Lys

Asp

Pro

val

Asp

325

Ala

Asp

Arg

Leu

Ser
405

Ile

val
150
Ala
Phe
Pro
Val
Asn
230
Thr
Thr
Gly
Ala
Asn
310
Lys
Phe
Met
Asp
Arg

390

Asp

Asn

Met

135

Ala

Arg

Arg

Arg

Ala

215

Lys

Leu

Leu

Ser

Gly

235

Ile

Val

Glu

val

Glu

375

Asn

Ala

Glu
120
vVal
Ala
Asn
Ser
Asp
200
val
Ile
Glu
Thr
Leu
280
Thr
Pro
Thr
Gly
Thr
360
Glu

Cys

Ile
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Arg

Ile

Leu

Met

Glu

185

Lys

Arg

Glu

Glu

Glu

265

Glu

Gly

Asn

Gly

Thr

345

Gln

Leu

Arg

Leu

Ile

Ala

Ile

Leu

170

Leu

Ala

Asn

Ala

Ser

250

Ser

Ala

Ile

Ala

Tyxr

330

Ile

Ser

Phe

Ile

Asp
410

Ser
Asn
Asp
155
Thr
Val
Thr
Ser
Met
235

val

Asp

Ala

Tyr

315

Val

Gly

Glu

Asn

395

val

38

Ala

Asp

140

Asp

Ile

Gly

Cys

Ile

220

val

Leu

Arg

Phe

Gly

300

Glu

Thr

Ala

Gln

Thr

380

Glu

vVal

Val

125

Asn

val

Ala

Cys

Ala

205

Asn

Gly

Val

Cys

Glu

285

His

Asp

Arg

vVal

Arg

365

Phe

Thr

Ala

Thr

Leu

Thr

Asn

Val

190

Gln

Ile

Met

Gln

Ser

270

Asp

Val

Asp

Thr

Ala

350

Leu

Ser

Leu

Leu

Cys

Leu

Pro

Thr

175

Glu

Leu

Ser

Ala

Ser

255

Ile

Gly

Ala

Ile

335

Gln

Pro

Met

Leu

Leu
415

Ser

Trp

Leu

160

Leu

Val

Leu

Ile

Thr

240

Ile

Phe

Asn

Glu

Phe

320

Leu

Leu

Arg

Phe

Lys

400

Ser
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Asn Thr Asp Ile Arg Asp Val Asp Ser Ile Val Arg His Val Leu His
420 425 430

Gly Ala Lys Lys Leu Leu Asn Ala Asp Arg Ser Ser Met Phe Leu Leu
435 440 445

Asp Lys Glu Arg Asn Glu Leu Tyr Ser Lys Met Ala Asp Ser Ala Asn
450 455 460

Glu Yle Arg Phe Pro Cys Gly Gln Gly Ile Ala Gly Thr val Ala Glu
465 470 475 480

Ser Gly Val Gly Glu Asn Ile Met Asp Ala Tyr Ala Asp Ser Arg Phe
485 490 495

Asn Ser Ala Val Asp Arg Gln Leu Gly Tyr Arg Thr Gln Ser Ile Leu
500 505 510

Cys Glu Pro Ile Thr Leu Asn Gly Glu Val Leu Ala Val Val Gln Leu
515 520 525

Val Asn Lys Leu Gly Asp Asp Gly Ser Val Thr Cys Phe Thr Pro Met
530 535 540

Asp Arg Glu Thr Phe Gln Val Phe Ser Leu Phe Ala Gly Ile Ser Ile
545 550 555 560

Asn Asn Ser His Leu Leu Glu Phe Ala Val Asn Ala Gly Arg Glu Ala
565 570 575

Met Thr Leu Ser Leu Gln Arg Asn Ser Ile Thr Ala Gln Arg Ala Pro
580 585 590

Lys Ser Val Lys Val Ile Ala Val Thr Pro Glu Glu Arg Glu Ala Val
595 600 605

Met Ser Ile Asp Phe Gly Gly Ala Tyr Asp Phe Thr Ser Pro Gly Phe
610 615 620

Asn Leu Phe Glu Val Arg Glu Lys Tyr Ser Glu Pro Met Asp Ala Ala
625 630 635 640

Ala Gly Val val Tyr Asn Leu Leu Trp Asn Ser Gly Leu Pro Glu Lys
645 650 655

Phe Gly Cys Arg Glu Gln Thr Leu Leu Asn Phe Ile Leu Gln Cys Arg
660 665 €70

Arg Arg Tyr Arg Arg Val Pro Tyr His Asn Phe Tyr His Val Val Asp
675 680 685

Val Cys Gln Thr Leu His Thr Tyr Leu Tyr Thr Gly Lys Ala Ser Glu
690 695 700

Leu Leu Thr Glu Leu Glu Cys Tyr Val Leu Leu Val Thr Ala Leu Val
705 710 715 720

39



His

Asp

Leu

Ala
770

Ala

Tyr Arg

785

Ala Asp

Lys Asp
Ala Gly

Ala
850

Trp

Lys Glu

B65

Asn Glu

Lys Phe
Cys Val

Gly
930

Asp

<210>6
<211> 6945
<212> ADN

Asp Leu Asp His
Ser Pro
Glu Val
755
Asp
Ala
Ala
Asn
Asp
835
Met
Lys
Leu
Phe
Asp

915

Arg

Met Gly Val

725
Ile Ser

Leu Leu

740

Gly

Leu
760

His His Cys Ser

Val Phe Glu Gly Leu

775

Leu Ile Asp Val

790
Phe

Ser Thr

805

Leu Arg

Asp Thr His

820

Arg Arg

val Thr

840

Ser Asn Val

Ala Val Thr Glu

855

Glu

Val Glu Vval

870

Gly Leu

Ala Arg Gln Ile

885

Gly

Asp Ile Val Gly

900
Thr

Val Asn

820

Asn Ser

Ile
935

Arg Asp Ser Arg

<213> Leishmania major

<400> 6

acaggcaggt
agcecggtgcet
cceccagtgece
cgatcgtcac
ccccgecgge
aaacgaaggg
tagcegegge
ccgccacaga
acgacgtcgg

gecgtgtggag aggttgaagg
caagttgaat gcggctcceg
tttgaagaag gtgccagcaa
caagacaact gcgagaaagg
agtgacgctt cagctggtca
tgtgcecgee teetgecgag
cgctaccaag aaggcgctea
cgagggtggg gacttcttceg
getegaggtt geccgacaagt

Asn Ser

730

Asn

Ser Ala Ser

745

Ala Ile Glu

Ser Gly Gln

Ala Thr

795

Leu

Glu Leu Ala

810
Val

Leu Met

825
Phe

Lys Pro

Phe

Tyr Arg

Phe
875

Pro Met

Phe Ile

880

Gly

Asn Leu Phe

905
Ala

Arg Lys

Ser Ser Ile

acaaggttca
cgcegttgtg
tggtaaagcce
ccgcaccggt
ccaagcgagc
cccgecgtgaa
agaagggtac
ccgaggattt
ccgetggtga

40
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Phe Tyr

Gly Asn

Leu

Asn

Lys Thr

735

Ser Vval

750

Ile Leu

765
Asp Val
780

Asp Met

Thx

Ser

Glu Thr

Ser

Ala

Ala

Gly

Leu

Asp Pro

Tyr Ala

His
800

Lys

Phe
815

Glu

Ile Lys

830

Glu Thr

845

Gln
860

Gly
Asp Arg
Asp Phe

His Gly

Ser

Asp

Ser

val

Met

Arg Met

Met Glu

Asn
880

Lys

Ala
895

Gly

Gln Trp

910

Gln
925

Trp

Val
940

tccacagcte
caagaagaat
gcaacggaag
ggcgtctecct
tgccggegtt
ggtcagegeg
atccacctca
catggcggaa
cacgaacgcg

Glu

Ile Leu

agtgeccgececa
ccactgtcag
cggacgctgc
gatagaaatg
tcecegeactg
gcccaaaagg
caggcgacaa
ggtgaaggag
caagtagcag

60

120
180
240
300
360
420
480
540



cgcccacgdc
accteccttge
cgcacacccc
ttacteectge
ttttgtagtce
ttcacgcgeg
ccagctgccc
atctgtccag
acaggaaage
gg9ggcggcgg
ttttgcatag
atacatacat
tgcggtgtta
ctcggttgcg
gctgegggtg
cagtaccecg
caagcgaaga
aagagcgggc
tctecegtgaa
tgcctegeca
tegectacca
tcactggcca
aggttcttca
cgcatgcgtg
tegecgetcet
acacacacac
tcgtttgtte
tggcagtgac
ggcgcagccg
cgctaccgte
cgcaccgagt
cagaccacga
cagaacgaca
ttgtttgegg
tacatggtga
atcgacgacg
aacaccctat
ggtgectgcea
gttgccgttce
gccatggtgg
cagtccatca
gtgaaagcgg
gcggggacgg
gcgtacgagg
acgatcttgt
aacaagctgg
gacgaggagce
atcaacgaga
ctgctgtega
gcgaagaagce
gagctgtaca
attgccggea
tcgegettea
gagccgatta
gacgacggta
ctgtttgegg
cgtgaggcga
agtgtgaagg

gccagtgaag
acccgagkcg
cacgtgtaga
acgacgcaag
actgggtcgc
ctgaacaaca
ttceceetgcet
cggtggcatg
g999939999
acgcgcacac
acaagggaag
acatgecgaac
cctcaaagaa
gtacgaggtg
cgctecgtgtg
ctggcgeggce
gggagggaga
gtgtggtacg
gaaacggtgc
tcatgtatca
actactgaac
tcatcaaagg
aaaggcggtyg
cacggctgca
ccacagcgac
acacacaagc
actcecttgttt
gcegtacage
gctccaatca
ggactggtac
tcecectgatac
aggacttect
ttgtcgegtt
cgattaatga
tcgcaaacga
tcacgecectt
acatcecccect
tccecaaggga
gaaacagcat
gcatggcgac
tcaacacgge
acggcagcct
gcatcgcagg
acgaccggtt
gtctgccecgat
acatggtgac
tgttegagac
cgctgcectgaa
atacggacat
tgctgaacgce
gtaagatggc
ctgttgececga
acagecgctgt
cgctgaatgg
gcgtgacctg
gcatctcgat
tgaccttgag
tgatcgeggt

cagaagcgta
atgctccctg
aaggcaccgce
gtgagccttyg
gtgcgtggtg
tatagagaaa
cceccatcgac
ataatggecgg
gggcaaaaga
actcatctge
gacaaagcge
gcctacgege
aaaggcacag
ttcecgeccac
actcattgte

tggcgagacg

ggcgaagggce

tggaggatag
gegttctect
ttacggatgt
gctgtecagtg
gaagccacca
tgaggtgcag
cacgggaccce
acacatacac
gagccceata
tteggcoctegt
gatgcattca
cctatgtgag
atcecttctec
cgcgcaagag
gagcattctt
tgtggaggag
gcgeatttcea
caatctecta
gggcaagtge
ctggtttcgg
caaggctacc
caacatctcc
acggcttgct
aaagacgctg
ggaggcgcac
tcacgttgcg
ccaccggtee
cgcgttegag
acagagcggyg
gttctegatg
ggagaagaag
ccgecgatgtyg
ggacaggtca
ggacagcgcg
gtcecggegtt
ggaccggcag
cgaggtgctt
ctttacaccc
caacaacagc
cctgcagege
gacgccggag
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agtccgccgg
cgacggcacg
ggceggtgtg
ccgacaacat
ccgaacgcedgg
acactagatg
catgcgtgaa
cagatttgag
agagatagag
tcgtgagggce
catcgatacc
gtcececgeaca
gaggcacaat
gtecgttttet
gaaacacgtce
cggggacatc
tgagatgacg
ccgcccaagt
tttecegetge
cctgtectge
cgcctctege
tcggcaceca
ctgecactgga
gtcattgtct
acacagtcag
cacgcaaacg
attggeceget
gecggtetttt
gcggttgcac
tccacagagc
ccggctgega
gacgatgcaa
tgctgcgaca
gccgtgactt
tgggaccctg
gcgcaagcgc
tccgagceteg
tgtgctcage
atcagaaaga
cgagacacgt
acggagagcg
ttcgaggacg
gaatetggcg
gtggacaagy
ggcacgateg
cagcggcttce
ttcgctgegg
aagagcgacg
gacagcattg
tcgatgttte
aacgagatcc
ggcgagaata
ctgggctacc
gcegtggtge
atggaccggg
catctgctgg
aacagcatta
gagcgtgagg

41

gcgtcgtgea
gtcacagaag
cacctcecca
ccgcgetcag
ggaacggctt
ccacccettte
ggttgtceece
ctgacttgga
gggagagegt
acgtaacgcc
ggagagcaat
tgaggacagc
cgagacagca
gcacatccct
agagcagctg
acgtgtcagt
gatctgctac
tgaacgttac
cgtttecttte
cccacttett
ttctccagcect
aggagcttaa
tcattcgggg
ctteccgetcet
acacacacac
ccacgcggcc
gtcttogatt
cceceecgatge
tctgcecagte
tgaaggcgat
atagcgcgge
ccgacgtgce
acaccaagga
gctecgegtaa
tcaacggtgt
gcaacatgct
ttggetgegt
ttctgcteeg
gggaagcaaa
tggaggagtce
accggtgtag
gcaacgttgt
ccgtggtgaa
tgactggcta
ttgecegttac
cgcgcegtgtt
cgtegetgeg
cgatcctgga
tgcggcacgt
tgctggataa
ggtttecectg
tcatggacgc
gcacacagtc
agctcgtcaa
aaacgttcca
agttcgcggt
cagcgcagcg
cagtgatgtc

gctegeagtce
gtgattgtgg
teateccect
ctggccagtt
gacctacctec
ctctcectete
accacctegt
gaatggcaag
atgagggggg
ctagcaaatyg
acagactcac
cgaataagtc
gctgtgetgt
tcacgattgt
ccggccacaa
atggtgccac
tgaatgcgceyg
ggctcgatcet
tctcectgta
cctgcecettte
ccacacgcecge
ccagcatttg
gacacaaacyg
gttgctccetg
acacacacac
tectttgttgt
tgttatecaac
gcegtattge
gattetggeg
tcaagcccetg
ttcaccecgac
gcacaaccca
gccaacagta
tgtcegcacg
tgcecgeectt
gacgattgec
ggaggtgceeg
gtgcgtcacc
taagatcgag
ggtgctggtg
catettectyg
ggtgctgcect
catcccgaac
ccacacgcgce
gcagctgatc
tggacggcgce
caactgccgce
cgttgtggeg
gctgcacgge
ggagcgcaat
cgggcaaggc
gtacgctgac
catcctgtgce
caagctecggce
agtgttctecg
gaacgcaggt
tgctecgaag
gatcgacttc

600

€60

720

780

840

900

860

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1280
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
29540
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020



gggggcgcat
agcgagccga
cccgagaagt
aggtaccgcec
cacacgtact
ctgctcgtga
ctgaagacgg
gaggtgcacc
gaggggctga
gccactgata
gggtttgaga
ggtgacgtgt
acggaggagt
atgtttgacc
gtagetggea
gtggacacgg
tccatccgat
cgcgcggaag
actatggacg
cccacctcag
cgcegggatgy
gatgggcgec
tttttttttt
agacctctct
cggtacgaag
ctcttcatce
catcegttte
cccgectecce
gtgagacgga
ggggggtcat
accccecaccc
gacagggtca
ccgtcaggtg
atgtgatggg
cctgetgetg
aacgtgagcg
ttcgaggctg
ctgecagctgce
tcgaccteat
tttccatctce
ttctcgegtg
gatgggagga
tcttcteteg
gtagcacaag
cgtttgtggt
agataaggtc
cctcaacgtt
atggacggtc
tgetttttcg

atgacttcac
tggatgeggce
ttggctgceceg
gagtgecgta
tgtacacagg
cggcactggt
actcgeccget
actgcagect
gcecgggceagga
tggcgaagea
aagacaacga
cgaatgtgac
tetacegtea
ggtcgaagaa
agttctteceg
taaactccaa
cctegattgt
tactcacggc
gatgagtgcce
tatgtgcacc
tttgtgtgtt
tctcgcactg
ttggctcteg
ctetctetet
ggggaggagt
gcctttecett
tcteccecett
tcececcectet
gtggagtggg
tegtgeacce
ccaccckcecte
agcacctata
ccggatggeg
cagagtgecg
tggggagcct
gctgtggggce
aggctgtgcc
ttecgecaccag
gttgcatgac
ttgtgtcacc
tetectettt
ggagcagcca
ttgtcctect
atgctgctgg
ctctggaggg
gtggcacaga
cgtgctaaag
tcgtggectc
ccgcecatgec

ttecaccgggce
tgeccggtgtt
tgagcagaca
ccacaacttc
caaggcgtcg
gcacgatctt
aggcatccte
cgccatcgag
cgttgegtat
cgctgacgcg
cacccaccgt
gaaaccgttc
gggtgacatg
caacgagctg
ggatattgtg
ccgecgcaaag
ttaaggcate
gaatgtcttt
gttggtegcec
gggccgtceat
ggtgagtctce
ctgaggacaa
tcttgtctcece
gctcgtettt
gagcagtgca
tttttceggt
tttteatgty
cccatttttt
ggecacccegce
aaactctgtc
cctecctatat
acgcagggag
tagcgcecgga
gcgtgacteg
gtgccatege
gacctgtgag
ctcagatggc
gcgatagagg
agagaaatga
tactacctgt
tcttttette
ggcttgcgtt
tecectececget
cgcctgctgt
ggtactgcga
gaggatacgg
gtccgtcecaa
atcacctcct
cagcgggact
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ttcaacctgt
gtgtataace
ctgctgaact
taccacgteg
gagctcctga
gaccacatgg
tcecagecgega
attctgtccg
gcgtacecgeg
ctaagtcgct
cgcetggtga
gagacgtcgc
gagaaggaga
gcgcgtggge
ggcaacctat
tggcaagaga
ggtcccgegg
cgagaagtga
gctctgctgt
ttceetttgt
cctetctetg
ggtgtggcac
tctectecteg
cggaggagtg
ggtgcacaca
gtgtgtcceg
tctgtectttt
ctctegtagg
agcgcgtgge
tctggggagg
ccctgecagt
gacagagcaa
gcgacctgceg
aacgcatccc
gatggaatcg
geggggtggy
cgagttggeg
cctgtgacag
acatgctgta
ccttctcagt
tcgaagtttt
gtgtgatgtc
tetgttecgge
gtgacatgtg
gcgggaggac
ctatgagagg
aggtgaggaa
ttcggtgcca
ttttttegte

42

ttgaagtgcg
tgctatggaa
tcatcttgca
tggacgtgtg
cagagctgga
gcgtgaacaa
gcgggaacaa
acccecgeege
cgctgatcga
tcacagagtt
tggaaacgct
gcatgtggge
agggcgtgga
agattggctt
ttcatggaat
tecctggatgg
tatcgttgat
aagcggtgag
gcgtgtctac
acccgteget
caccagggcce
atgtgggcgt
ctattagccc
gtttgcecgtt
cacgcaccac
aagatggttt
gttgttcgte
tgtgtgcatc
atctctccecec
aagctcageg
gcggaaccgc
gatgtegetg
acagcgcaca
acccececggce
caccgtgtgg
tgggtgggtg
cgttgecggtce
ggccggtgea
actececcctet
gtecttggtge
ttgggtctge
gagaagaaca
gaggaaaaca
cgaggaagcc
agggcgaggc
gctgtgtgcet
gttgggacga
tcattaccac
tgtte

cgagaagpac
cagtggtcta

gtgcegeege

ccagacgctg
gtgctacgtg
cagcttctac
ctecgtgectg
ggacgtgttc
ttgegtgetg
ggcgacaagce
gatcaaggcc
gatggctgtg
ggtgctgcceg
catcgactte
gcagtggtgt
ccgcecgcgac
gccgtaatag
ctcacttgte
gcgtcttatce
gtatccgecga
tgttetggtt
gtgagtcgtg
ttttctgaac
gaaggctgaa
acctaattct
cctgtectttyg
acgaatctca
tgtgectcctg
ccecceccaggt
gcgcacccec
ttctectgge
cggatgtegg
cgcacgattc
ctcacactgt
cgaccggcac
gcgggtagag
acgtgtgtet
agagtggggce
ccttgactca
acttgtgacg
agagagaggc
atgtaacagc
gcagacttgt
tcgecgcaaac
aacgtgtgcg
gttggtgttt
ggaagcatgce
ccctegectece

4080
4140

4200

i
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5840
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6945
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REIVINDICACIONES

1. Proteina sustancialmente purificada que comprende un dominio catalitico de fosfodiesterasa (PDE) de PDE-B1 de
Leishmania que comprende los aminoacidos 647-880 como se expone en SEC ID N°: 3 o variantes y mutantes del
dominio catalitico que son al menos un 80% idénticos a los aminoacidos 647-880 de SEC ID N°: 3 y que hidrolizan
AMPc.

2. Proteina sustancialmente purificada que comprende un dominio catalitico de PDE de PDE-B2 de Leishmania que
comprende los aminoacidos 657-890 como se expone en SEC ID N°: 5 o variantes y mutantes del dominio catalitico que
son al menos un 80% idénticos a los aminoacidos 657-890 de SEC ID N°: 5 y que hidrolizan AMPc.

3. Proteina sustancialmente purificada de la reivindicacion 1 que comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en
SEC ID N°: 3 o variantes y mutantes de la misma que son al menos un 80% idénticos a SEC ID N°: 3 y que hidrolizan
AMPc.

4. Proteina sustancialmente purificada de la reivindicacion 2 que comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en
SEC ID N°: 5 o variantes y mutantes de la misma que son al menos un 80% idénticos a SEC ID N°: 5 y que hidrolizan
AMPc.

5. Molécula de acido nucleico sustancialmente purificada que comprende una secuencia de &cido nucleico que codifica
una proteina de la reivindicacion 1 6 2.

6. Molécula de acido nucleico de acuerdo con la reivindicacion 5 que comprende una secuencia de acido nucleico que
codifica una proteina de la reivindicacion 3.

7. Molécula de acido nucleico de acuerdo con la reivindicacion 6, en donde la molécula de &cido nucleico comprende la
secuencia de nucledtidos expuesta en SEC ID N°: 4 que comienza con adenina en la posicion 1267 y termina con
adenina en la posicién 4059.

8. Molécula de acido nucleico de acuerdo con la reivindicacion 5 que comprende una secuencia de &cido nucleico que
codifica una proteina de la reivindicacion 4.

9. Molécula de acido nucleico de acuerdo con la reivindicacion 8, en donde la molécula de &cido nucleico comprende la
secuencia de nucledtidos expuesta en SEC ID N°: 6 que comienza con adenina en la posicién 2182 y termina con
adenina en la posicién 5004.

10. Molécula de acido nucleico de la reivindicacién 6 u 8, siendo la molécula de acido nucleico una molécula de ADN.

11. Proteina de la reivindicacion 3 o reivindicacion 4, o el &cido nucleico de la reivindicacién 6 u 8, en donde la proteina
tiene un valor de Ky de 1 a 2 uM para AMPc.

12. Proteina de la reivindicacion 3 o reivindicacion 4, o el &cido nucleico de la reivindicacién 6 u 8, en donde la proteina
no hidroliza GMPc.

13. Proteina de la reivindicacion 3 6 4, o el acido nucleico de la reivindicacion 6 u 8, en donde la proteina hidroliza
sustancialmente AMPc en presencia de hasta aproximadamente 100 uM de un inhibidor de fosfodiesterasa
seleccionado de cilostamida, zaprinast, etazolato, Ro-20-1724, rolipram, isobutilmetilxantina (IBMX), 8-metoximetil-
IBMX, papaverina, milrinona, petoxifilina y eritro-9-(2-hidroxi-3-nonil)adenina.

14. Vector que comprende la molécula de &cido nucleico de la reivindicacion 6 u 8.

15. Vector de la reivindicacion 14 en donde la molécula de &cido nucleico esta unida operativamente al menos a una
secuencia de control de la expresion.

16. Sistema de vector hospedador que comprende el vector de la reivindicacion 14 en una célula hospedadora
adecuada.

17. Sistema de vector hospedador de la reivindicacion 16 en donde la célula hospedadora adecuada es una célula
bacteriana.

18. Sistema de vector hospedador de la reivindicacion 16 en donde la célula hospedadora adecuada es una célula
eucariota.

19. Sistema de vector hospedador de la reivindicacion 18 en donde la célula eucariota es Saccharomyces cerevisiae.

20. Anticuerpo o fragmento de anticuerpo que comprende un sitio de unién a antigeno que reconoce y se une
selectivamente a una proteina de la reivindicacion 1, 2, 3 6 4.

21. Anticuerpo de la reivindicacion 20, en donde el anticuerpo es un anticuerpo monoclonal o un anticuerpo policlonal.
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22. Anticuerpo de la reivindicacion 21, en donde el anticuerpo es quimérico, humanizado o humano.

23. Método para producir una proteina PDE que comprende cultivar el sistema de vector hospedador de la
reivindicacion 16 en condiciones adecuadas para producir la proteina PDE en el hospedador y recuperar la proteina
PDE producida de esta manera.

24. Método para identificar un compuesto que modula la expresion de una proteina de acuerdo con la reivindicacion 3 6
4, comprendiendo el método:

(a) incubar una célula que puede expresar dicha proteina con un compuesto en condiciones y durante un tiempo
suficientes para que la célula exprese dicha proteina sin el compuesto;

(b) incubar una célula de control en las mismas condiciones y durante el mismo tiempo sin el compuesto;
(c) medir la expresion de dicha proteina en la célula en presencia del compuesto;
(d) medir la expresion de dicha proteina en la célula control; y

(e) comparar la cantidad de expresion de dicha proteina en presencia y ausencia del compuesto, en donde una
diferencia en el nivel de expresion indica que el compuesto modula la expresion de dicha proteina.

25. Método de la reivindicacion 24 en donde el compuesto reduce la expresion de dicha proteina.

26. Método para identificar un compuesto que modula la actividad PDE de Leishmania de la proteina de acuerdo con la
reivindicacion 3 6 4, comprendiendo el método:

(a) poner en contacto una linea celular modificada por ingenieria genética para expresar dicha proteina, con un
compuesto en condiciones y durante un tiempo suficientes para que la muestra exprese dicha proteina sin el
compuesto;

(b) incubar una muestra de control en las mismas condiciones y durante el mismo tiempo sin el compuesto;
(c) medir dicha actividad PDE de dicha proteina en la muestra en presencia del compuesto;
(d) medir dicha actividad PDE de dicha proteina en la muestra de control; y

(e) comparar la cantidad de dicha actividad PDE de dicha proteina en presencia y ausencia del compuesto, en
donde una diferencia en el nivel de actividad indica que el compuesto modula la actividad PDE de dicha proteina.

27. Método de la reivindicacion 24 6 26, en el cual el compuesto reduce la actividad PDE.

28. Organismo no humano modificado genéticamente que comprende el vector de la reivindicacion 14 y en el donde se
ha desactivado al menos un gen PDE enddgeno.

29. Método para detectar la infeccion por el parasito Leishmania que comprende determinar la cantidad presente en una
muestra de un sujeto de al menos una proteina de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4.

30. Método para detectar la infeccion por el parasito Leishmania que comprende determinar la cantidad presente en una
muestra de un sujeto de al menos una molécula de acido nucleico de cualquiera de las reivindicaciones 5 a 9.

31. Método de la reivindicacion 29 6 30, en donde el parasito Leishmania es Leishmania major.
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