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DESCRIPCIÓN 

CAMPO DE LA INVENCIÓN 

[0001] Solicitamos la prioridad de las Solicitudes Provisionales de Estados Unidos Nº 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). 5 

[0002] La presente invención se refiere a nuevas secuencias de aminoácidos y de ácidos nucleicos de fosfodiesterasas 

específicas de nucleótidos cíclicos de un parásito de la familia de Leishmania, tal como Leishmania major. La invención 
también se refiere a construcciones de ácido nucleico, vectores y células hospedadoras que comprenden las secuencias 
de ácido nucleico así como métodos para producir y usar las secuencias de aminoácidos y ácidos nucleicos. La 
invención se refiere adicionalmente al uso de estas secuencias y de anticuerpos dirigidos contra estas secuencias, en el 10 
diagnóstico y tratamiento de trastornos relacionados con la infección de Leishmania, tal como Leishmania major, 
incluyendo la identificación de compuestos que forman complejos con los polipéptidos y ácidos nucleicos en la presente 
invención. 

ANTECEDENTES DE LA INVENCIÓN 

[0003] Leishmania major es uno de varios parásitos de Leishmania que, cuando se introduce en un organismo 15 
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 Organización Mundial de la Salud, la leishmaniasis está entre las 
enfermedades más infecciosas a nivel global y es endémica en 88 países de África, Asia, Europa y en Sudamérica y 
Norteamérica. Se ha estimado que más de 12 millones de personas sufren infecciones Leishmaniales a nivel global, 20 
existiendo serios problemas de salud pública particularmente en países tales como Irán, Irak, Afganistán, Argelia, Brasil, 
India, Perú y Siria. La leishmaniasis se manifiesta de manera más habitual como leishmaniasis cutánea (es decir de piel) 
(CL) o leishmaniasis visceral (es decir en órganos internos) (VL). CL es la forma más común de leishmaniasis y es el 
resultado de la transmisión del parásito Leishmania major mediante la mordedura de un flebótomo hembra infectado. 
Los síntomas de CL incluyen grandes lesiones o úlceras de piel en partes expuestas del cuerpo, que causan una 25 
discapacidad grave y cicatriz permanente. 

[0004] Los métodos de tratamiento de leishmaniasis típicamente se han limitado a administrar antimonio pentavalente 

(Sb
v
) (Sundar et al. (2002) Curr. Opin. Infect. Dis. 15, 593-598). Debido a la reciente aparición de resistencia a gran 

escala a Sb
v
, sin embargo, la eficacia de este tratamiento se está volviendo crecientemente limitada. Además, el 

tratamiento con Sb
v
 tiene varios efectos secundarios que incluyen náuseas, vómitos, diarrea y convulsiones. Además, la 30 

coinfección de VIH con especies de Leishmania presenta retos adicionales puesto que dicha coinfección puede alterar 
dramáticamente la epidemiología, diagnóstico y respuesta de leishmaniasis a terapia (Lee et al. (2003) Int. J. Infect. Dis. 
7, 86-93). 

DESCRIPCIÓN RESUMIDA DE LA INVENCIÓN 

[0005] La invención proporciona nuevos polipéptidos de fosfodiesterasa específica de nucleótido cíclico de Leishmania 35 
(LmPDE) y moléculas de ácidos nucleicos de los mismos que son útiles en el diagnóstico y tratamiento de 
leishmaniasis. Los polipéptidos de la presente invención también incluyen anticuerpos que reconocen y se unen a 
polipéptidos de LmPDE. Las moléculas de ácido nucleico de la invención también incluyen ácidos péptido nucleicos 
(PNA) y moléculas antisentido que reaccionan con las moléculas de ácido nucleico de la invención. 

[0006] En una realización, la invención proporciona fosfodiesterasas nuevas de longitud completa (PDE) del parásito 40 
Leishmania major, designadas LmPDE-A, LmPDE-B1 y LmPDE-B2, incluyendo las moléculas polipeptídicas, moléculas 
de ácido nucleico correspondientes y fragmentos de las mismas. 

[0007] La presente invención también abarca diversas secuencias de nucleótidos y aminoácidos que representan 

diferentes formas y fragmentos de los genes, transcritos y proteínas de LmPDE tales como proteínas mutadas de forma 
conservativa, formas alélicas diferentes, formas polimórficas, transcritos precursores alternativos y transcritos maduros. 45 
Adicionalmente, se proporcionan moléculas de ácido nucleico recombinante que son variantes de utilización de codón 
de las nuevas secuencias de LmPDE. La invención abarca LmPDE de Leishmania major, así como de otras especies y 
subespecies de Leishmania de los complejos Leishmania tropica, Leishmania donovani, Leishmania mexicana y 
Leishmania viannia. 

[0008] La presente invención proporciona adicionalmente moléculas de ácido nucleico recombinante que codifican 50 
secuencias de tipo silvestre o mutantes de polipéptidos de LmPDE que mantienen la actividad biológica de PDE. Estas 
incluyen mutantes de origen natural y sintéticos, así como polipéptidos semisintéticos y recombinantes. 

[0009] La presente invención también incluye los polinucleótidos que codifican LmPDE en vectores de expresión 

recombinante y sistemas de hospedador-vector que incluyen vectores de expresión. Una realización proporciona 
diversas células hospedadoras transformadas con vectores recombinantes que incluyen las secuencias de nucleótidos 55 
de LmPDE de la invención. La invención 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 endógeno se ha 
deshabilitado. 

[0010] La presente invención proporciona adicionalmente métodos para usar polipéptidos de LmPDE sustancialmente 

purificados para identificar compuestos que modulan la expresión o actividad de las LmPDE. 

[0011] La presente invención también proporciona métodos para usar secuencias de nucleótidos de LmPDE como 5 
sondas y cebadores de ácido nucleico y para usar polipéptidos de LmPDE como antígenos para la producción de 
anticuerpos anti LmPDE nuevos. Las sondas y cebadores de LmPDE y los anticuerpos anti LmPDE son útiles en los 
ensayos de diagnóstico y kits para la detección de secuencias proteicas y de nucleótidos de LmPDE de origen natural 
presentes en muestras biológicas. 

[0012] Se expondrán objetos y ventajas adicionales de la invención en parte en la descripción a continuación y en parte 10 
resultarán obvias a partir de la descripción o pueden aprenderse por práctica de la invención. Los objetos y ventajas de 
la invención se realizarán y obtendrán por medió de los elementos y combinaciones particularmente indicados en las 
reivindicaciones adjuntas. Además, las ventajas descritas en el cuerpo de la memoria, si no están incluidas en las 
reivindicaciones, no son por sí mismas limitaciones de la invención reivindicada. 

[0013] Las publicaciones analizadas en la presente memoria se proporcionan solamente por su descripción previa a la 15 
fecha de presentación de la presente solicitud. Nada de la presente memoria debe interpretarse como una admisión de 
que la presente invención no tiene derecho a antedatar dicha publicación en virtud de invención previa. Además, las 
fechas de publicación proporcionadas pueden ser diferentes de las fechas de publicación reales que pueden requerir 
confirmarse de forma independiente. 

BREVE DESCRIPCIÓN DE LOS DIBUJOS 20 

[0014] La Figura 1 muestra la secuencia de aminoácidos deducida de un polipéptido de LmPDE-A de longitud completa 

(SEC ID Nº: 1). 

[0015] Las Figuras 2A-2S muestran la secuencia de ADN (SEC ID Nº: 2) para el gen de longitud completa de LmPDE-A. 

La fase abierta de lectura comienza con adenina en la posición 530 y termina con guanina en la posición 2425. 

[0016] Las Figuras 3A-3B muestran la secuencia de aminoácidos deducida de un polipéptido de LmPDE-B1 de longitud 25 
completa (SEC ID Nº: 3). 

[0017] Las Figuras 4A-4L muestran la secuencia de ADN (SEC ID Nº: 4) para el gen de longitud completa de LmPDE-

B1. La fase abierta de lectura comienza con adenina en la posición 1267 y termina con adenina en la posición 4059. 

[0018] Las Figuras 5A-B muestran la secuencia de aminoácidos deducida de un polipéptido de LmPDE-B2 de longitud 

completa (SEC ID Nº: 5). 30 

[0019] Las Figuras 6A-6L muestran la secuencia de ADN (SEC ID Nº: 6) para el gen de longitud completa de LmPDE-

B2. La fase abierta de lectura comienza con adenina en la posición 2182 y termina con adenina en la posición 5004. 

[0020] Las Figuras 7A, 7B y 7C muestran la localización de dominios conservados que se encuentran en las secuencias 

polipeptídicas de LmPDE-A, LmPDE-B1 y LmPDE-B2, respectivamente. 

[0021] La Figura 8 muestra los resultados de un análisis por transferencia de Southern para LmPDE-B1 usando una 35 
región conservada de la secuencia de LmPDE-B1 como sonda de hibridación. 

[0022] La Figura 9 muestra los resultados de un análisis de transferencia de Southern para LmPDE-B2 usando una 

región conservada de la secuencia de LmPDE-B2 como sonda de hibridación. 

[0023] La Figura 10 muestra los resultados de un análisis de transferencia de Southern usando una región conservada 

que era específica para tanto LmPDE-B1 como LmPDE-B2 como sonda de hibridación. 40 

[0024] La Figura 11 muestra un dibujo esquemático de la localización 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 hidrólisis de AMPc mediada por 45 
LmPDE-B1 recombinante. Las Figuras 13A y 13B muestran la hidrólisis 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 M y cilostamida (A), zaprinast (B), etazolato (C), dipiridamol (D), Ro-20-1724 50 
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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 M. 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 inhibición de proliferación de promastigote de L. major en presencia de concentraciones 

crecientes de dipiridamol (A), etazolato (B) y trequinsina (C). 5 

DEFINICIONES 

[0029] La expresión “secuencia de aminoácidos” se refiere a aminoácidos 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 así como fragmentos de las mismas (por ejemplo, Fab), 

que pueden unirse a un determinante antigénico en un antígeno (por ejemplo, un determinante o determinantes 10 
antigénicos en un LmPDE). El anticuerpo puede ser “policlonal”, “monoclonal”, “quimérico”, “humanizado” o humano. 

[0031] La expresión “determinante antigénico” se refiere al fragmento de una molécula (es decir, un epítopo) que 

induce a un anticuerpo y que a partir de entonces entra en contacto con un anticuerpo particular. Cuando una proteína o 
fragmento de una proteína se usa para inmunizar un animal hospedador, numerosas regiones de la proteína pueden 
inducir la producción de anticuerpos que se unen específicamente a una región o estructura tridimensional dada en la 15 
proteína; estas regiones o estructuras se denominan determinantes antigénicos. Un determinante antigénico puede 
competir con el antígeno intacto (es decir, el inmunógeno usado para inducir la respuesta inmune) por la unión con un 
anticuerpo. 

[0032] El término “antisentido” se refiere a cualquier composición que contiene secuencias de nucleótidos que son 

complementarias a una secuencia de ADN o ARN específica. 20 

[0033] La expresión “cadena antisentido” se usa en referencia a una cadena de ácido nucleico que es 

complementaria a la cadena “sentido”. Las moléculas antisentido incluyen ácidos nucleicos (que pueden incluir restos de 
bases de nucleótidos modificadas y de azúcares modificados) y pueden producirse por cualquier método incluyendo 
síntesis o transcripción. Una vez introducidos en una célula, los nucleótidos complementarios se combinan con 
secuencias naturales producidas por la célula para formar dobles cadenas y bloquear la transcripción o la traducción de 25 
las secuencias.  

[0034] La expresión “muestra biológica” se usa en su sentido más amplio. Una muestra biológica es sospechosa de 

contener moléculas de ácido nucleico de LmPDE, o fragmentos de las mismas, o un polipéptido de LmPDE. La muestra 
biológica 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 linfático, timo, médula ósea, hígado, corazón, testículo, cerebro, 30 
placenta, pulmón, músculo esquelético, riñón y páncreas. La muestra puede ser un fluido biológico, incluyendo orina, 
sueros sanguíneos, plasma sanguíneo, flema o fluido de lavado. Como alternativa, la muestra puede ser un hisopo de la 
nariz, oreja o garganta.  

[0035] La expresión “biológicamente activo” se refiere a un polipéptido que tiene funciones estructurales, reguladoras 
o bioquímicas de una molécula de origen natural. De forma similar, “inmunológicamente activo” se refiere a la 35 
capacidad de los LmPDE naturales, recombinantes o sintéticos de la invención, o cualquier fragmento de los mismos, 
para inducir una respuesta inmune específica en animales o células apropiadas y unirse con anticuerpos específicos. 
Por ejemplo, los polipéptidos de la invención pueden inducir anticuerpos que se unen específicamente a un epítopo 
asociado con un polipéptido de LmPDE de la invención. En consecuencia, un polipéptido de LmPDE es capaz de inducir 
una respuesta inmune específica en animales o células apropiadas y/o unirse con ligandos tales como anticuerpos 40 
específicos. 

[0036] La expresión “dominio catalítico” se refiere a un subconjunto de aminoácidos conservado dentro de una 

secuencia de PDE que es responsable de catalizar la reacción de hidrólisis del substrato unido. 

[0037] La expresión “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 45 
anticuerpos quiméricos son útiles, puesto que es menos probable que sean antigénicos para un sujeto humano que 
anticuerpos con regiones constantes no humanas y regiones variables. La región que se combina con antígeno (región 
variable) de un anticuerpo quimérico puede derivar de una fuente no humana (por ejemplo murina) y la región constante 
del anticuerpo quimérico, que confiere función efectora biológica 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 50 
al., Patente de Estados Unidos Nº 4.816.567; Boss et al., Patente de Estados Unidos Nº 4.816.397). El anticuerpo 
quimérico puede tener la especificidad de unión a antígeno de la molécula de anticuerpo no humana y la función 
efectora conferida por la molécula del anticuerpo humana. 

[0038] El término “complementario” se refiere a moléculas de ácido nucleico que tienen nucleótidos de purina y 

pirimidina que tienen la capacidad de asociarse a través de enlaces de hidrógeno para formar moléculas de ácido 55 
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 ácido nucleico bicatenarias o a todos los pares de bases que comprenden una molécula de ácido nucleico 
monocatenaria plegada sobre sí misma. La complementariedad entre dos moléculas monocatenarias puede ser parcial, 
en la que sólo se unen algunos de los ácidos nucleicos o puede ser completa en la que existe una complementariedad 
total entre las moléculas monocatenarias. El grado de complementariedad entre cadenas de ácido nucleico tiene efectos 5 
significativos en la eficacia y fuerza de hibridación entre cadenas de ácido nucleico.  

[0039] La expresión “célula control” es una célula que es generalmente la misma, por ejemplo, genotípica y 

fenotípicamente, a la célula con la que se compara (por ejemplo, las células pueden ser células hermanas), pero que no 
está expuesta a un compuesto de ensayo.  

[0040] La expresión “secuencia de control de la expresión” o “elemento de control de la expresión” se refiere a 10 
una secuencia polinucleotídica reguladora que puede dirigir la transcripción y traducción de una fase abierta de lectura. 
Se conocen elementos de control de la expresión en la técnica e incluyen, sin limitación, promotores inducibles, 
promotores constitutivos, sitios donadores y aceptores de corte y empalme, señales de secreción, potenciadores, 
terminadores de la transcripción y otros elementos reguladores transcripcionales. Otros elementos de control de la 
expresión que están implicados en la traducción se conocen en la técnica, e incluyen la secuencia Shine-Dalgarno y 15 
codones de inicio y terminación. 

[0041] El 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 aminoácidos que una LmPDE de longitud 
completa, pero que tiene la actividad biológica 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 20 
de LmPDE que induce una respuesta inmune o que posee cualquier otra propiedad biológica o de diagnóstico de los 
LmPDE de longitud completa de la invención. 

[0042] El término “fragmento” de una molécula de ácido nucleico de LmPDE se refiere a una parte de una secuencia 

de nucleótidos de LmPDE de longitud completa. Por ejemplo, dicho fragmento de ácido nucleico puede codificar un 
fragmento de polipéptido de LmPDE que mantiene la actividad biológica de un polipéptido de LmPDE-A, LmPDE-B o 25 
LmPDE-B2 de longitud completa, por ejemplo, la capacidad de hidrolizar AMPc (según se determina por métodos 
conocidos en la técnica, por ejemplo, Schilling et al. (1994) Anal. Biochem. 216, 154-158). 

[0043] La expresión “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 expresión “anticuerpo humanizado” se refiere a una molécula de anticuerpo en la que se han reemplazado 30 
aminoácidos en las regiones no de unión a antígeno para que se asemejen de forma más estrecha a un anticuerpo 
humano, manteniendo aún la capacidad de unión 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 y tiene regiones 
variables sustancialmente con la misma secuencia de aminoácidos que una inmunoglobulina humana y tiene una región 
hipervariable sustancialmente con la misma secuencia de aminoácidos que una inmunoglobulina no humana.  35 

[0045] El término “hibridación” o “hibridar” se refiere a cualquier proceso mediante el cual una secuencia de ácidos 

nucleicos se une a una cadena complementaria a través de formación de pares de bases.  

[0046] El término “hidrolizar” se refiere a una reacción química en la que un enlace químico se escinde mediante una 

molécula de agua. La función catalítica de las LmPDE de la invención, como en todas las PDE, implica la hidrólisis de 
AMPc (según se determina por métodos conocidos en la técnica, por ejemplo, Schilling et al. (1994) Anal. Biochem. 216, 40 
154-158). 

[0047] Como se usa en la presente memoria, una primera secuencia de aminoácidos o nucleótidos se dice que es 
“idéntica” a una segunda secuencia de aminoácidos o nucleótidos de referencia, respectivamente, cuando una 
comparación de la primera y la segunda secuencias son exactamente iguales. Se dice que dos secuencias son “X% 
idénticas” cuando una comparación de la primera y segunda secuencias tiene X% de nucleótidos o aminoácidos que 45 
son exactamente iguales. El porcentaje de identidad puede determinarse electrónicamente, por ejemplo, mediante el 
uso del programa MEGALIGN (DNASTAR) que crea alineamientos entre dos o más 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 50 
determinar por otros métodos conocidos en la técnica, por ejemplo, mediante la variación de las condiciones de 
hibridación.  

[0048] El 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] El término “inhibidor” se refiere a un agente que, cuando se une a una LmPDE o a algún otro polipéptido o 55 
ácido nucleico, disminuye la cantidad (expresión) o la actividad biológica de una LmPDE. Los inhibidores pueden incluir 
proteínas, ácidos nucleicos, carbohidratos, anticuerpos o cualquier otra molécula que disminuye la cantidad (expresión) 
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o actividad biológica de las LmPDE presentes en una muestra. El inhibidor preferido inhibirá selectivamente la actividad 
biológica de una LmPDE, sin afectar a la vez a ninguna otra proteína celular.   

[0050] El término “aislado” o “purificado” se refiere a un ácido nucleico, proteína o polipéptido específico, 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 ácido nucleico, proteína o polipéptido específico) del ácido nucleico, proteína o 5 
polipéptido específico.  

[0051] El término “LmPDE” significa cualquiera de LmPDE-A, LmPDE-B1 o LmPDE-B2 y puede referirse a las 

secuencias polipeptídicas o de ácido nucleico. Los polipéptidos de LmPDE pueden ser naturales, sintéticos, 
semisintéticos o recombinantes. LmPDE incluye polipéptidos de Leishmania major, así como otras especies y 
subespecies de Leishmania de los complejos Leishmania tropica, Leishmania donovani, Leishmania mexicana y 10 
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 expresión “molécula de ácido nucleico de LmPDE-A” se refiere a una molécula de ácido nucleico que 

codifica un polipéptido de LmPDE-A. 15 

[0053] La expresión “molécula de ácido nucleico de LmPDE-B1” se refiere a una molécula de ácido nucleico que 

codifica un polipéptido de LmPDE-B1. 

[0054] La expresión “molécula de ácido nucleico de LmPDE-B2” se refiere a una molécula de ácido nucleico que 

codifica un polipéptido de LmPDE-B2. 

[0055] La expresión “expresión de LmPDE” se refiere al proceso por el que un transcrito de ARN o un polipéptido 20 
traducido se produce a partir de una secuencia de nucleótidos de LmPDE.  

[0056] El término “modula” se refiere a un cambio en la actividad del LmPDE de la presente invención. Por ejemplo, la 

modulación puede causar un aumento o una disminución en la cantidad de proteína (expresión) o actividad, 
características de unión u otras propiedades biológicas, funcionales o inmunológicas de los LmPDE de la invención.  

[0057] La expresión “secuencia de ácido nucleico” o “molécula de ácido nucleico” se refiere a un oligonucleótido, 25 
nucleótido o polinucleótido y fragmentos de los mismos; a ADN o ARN de origen genómico o sintético, que puede ser 
bicatenario o monocatenario; y representa la cadena sentido o antisentido.  

[0058] La expresión “unido operativamente” se refiere a secuencias de ácido nucleico relacionadas funcionalmente. 

Por ejemplo, un promotor está unido operativamente con una secuencia codificante si el promotor controla la traducción 
del polipéptido codificado. Aunque las secuencias de ácido nucleico unidas operativamente pueden ser contiguas y 30 
estar en la misma fase de lectura, ciertos elementos genéticos, por ejemplo, genes represores, no están unidos 
contiguamente a la secuencia que codifica el polipéptido sino que se une aún a las secuencias operadoras que 
controlan la expresión del polipéptido.  

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

[0060] La expresión “condiciones rigurosas” se refiere a condiciones que permiten la hibridación entre secuencias 35 
polinucleotídicas complementarias. Las condiciones rigurosas adecuadas pueden definirse por, por ejemplo, las 
concentraciones de sal y/o formamida en las soluciones de pre-hibridación e hibridación o por la temperatura de 
hibridación, que se conoce bien en la técnica. En particular, puede aumentarse el rigor reduciendo la concentración de 
sal, aumentando la concentración de formamida o aumentando la temperatura de hibridación.  

[0061] La expresión “sustancialmente purificado” se refiere a secuencias de ácido nucleico o polipeptídicas que se 40 
retiran de su ambiente natural y se aíslan o separan y están al menos 60% sin, 65% sin, 70% sin, 75% sin, 80% sin, 
85% sin, 90% sin, 95% sin, 96% sin, 97% sin, 98% sin, o 99% sin otros componentes con los que se asocian de forma 
natural.  

[0062] La expresión “variantes y mutantes” se refiere a cambios en una secuencia polipeptídica o de ácido nucleico 

tales como sustituciones, inserciones, deleciones de aminoácidos o nucleótidos, cambios de aminoácidos conservativos, 45 
cambios polimórficos, cambios alélicos, cambios de alteración de fase, truncamiento o similares, en los que la proteína 
variante mutante mantiene su función nativa (en la presente memoria, al menos la hidrólisis de AMPC) y en los que la 
molécula de ácido nucleico variante o mutante codifica una proteína que mantiene su función nativa.  

[0063] El término “vector” incluye, sin limitación, plásmidos, cósmidos y fagémidos. 

DESCRIPCIÓN DETALLADA DE LA INVENCIÓN 50 

[0064] Los segundos agujeros tales como adenosín monofosfato cíclico (AMPc) y guanosín monofosfato cíclico (GMPc) 

juegan papeles biológicos importantes en la modulación de los efectos de una amplia diversidad de primeros 
mensajeros. Por ejemplo AMPc y GMPc están implicados en la propagación de una diversidad de señales 
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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 están controlados por sus velocidades de síntesis mediante 
ciclasas y por su velocidad de degradación mediante fosfodiesterasas específicas de nucleótido cíclico (PDE). 

[0065] Las PDE se componen típicamente de un dominio catalítico (aproximadamente 270 aminoácidos), un dominio 

regulador N terminal responsable de unir los cofactores y, en algunos casos, un dominio C terminal de función 5 
desconocida. Un motivo conservado, HDXXHXGXXN, se ha descubierto en el dominio catalítico 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 aminoácidos con su dominio catalítico. Las isozimas dentro de 
la misma familia típicamente presentan una identidad de secuencia del 75-95% en esta región. Dentro de una familia, 10 
con frecuencia hay una identidad de secuencia mayor del 60% fuera del dominio catalítico, 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 I muestran todas 

conservación de secuencia de aminoácidos significativa dentro de sus dominios catalíticos. Las PDE de Clase I incluyen 
todas las familias actualmente conocidas de PDE de mamíferos así como varias PDE de eucariotas inferiores tales 15 
como PDE2 de Saccharomyces cerevisiae y el producto del gen regA de Dictyostelium discoideum. Las PDE de Clase 
II, sin embargo, comparten muy poca identidad de secuencia de aminoácidos con las PDE de Clase I y por lo tanto 
probablemente tienen un origen evolutivo distinto. Además las PDE de clase II con frecuencia se distinguen por sus 
valores de KM generalmente más altos (Zoraghi et al. (2001) J. Biol. Chem. 276, 11559-11566). Se han identificado PDE 
de clase II en levadura (Nikawa et al. (1987) Mol. Cell Biol. 7, 3629-3636), el moho mucilaginoso Dictyostelium 20 
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 nucleótidos cíclicos 

debido a un aumento en la actividad de PDE. En consecuencia, los PDE se han convertido en dianas de fármacos 
altamente atractivas durante los últimos años. Se está desarrollando una variedad creciente de inhibidores de PDE 25 
específicos de familia y específicos 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) Fármaco, 
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 cáncer (Marko et al. (2000) Chem. Res. Toxicol. 10, 944-948). Hasta el momento, existe 30 
información limitada sobre PDE en kinetoplastea tales como Leishmania major. 

[0068] Rascón A et al. describe y caracteriza una fosfodiesterasa de AMP cíclico en Leishmania mexicana y la 

purificación de una forma soluble de la misma, pero no se describe en dicho documento una secuencia de aminoácidos 
(Mol Biochem Parasitol. 5 mar 2000; 106(2): 283-92). 

[0069] Al-Chalabi KA et al. Indica el asilamiento y la purificación parcial de fosfodiesterasa de AMPc (EC 3.1.4.17) de la 35 
forma de promastigote de Leishmania tropica y un resultado preliminar de Leishmania donovani, pero no describe 
ninguna secuencia de aminoácidos o secuencia de nucleótidos que codifique estas proteínas (Comp Biochem Physiol B. 
1989; 93(4): 789-92). 

Polipéptidos de la Invención 

[0070] Un aspecto de la presente invención se refiere a nuevos polipéptidos de PDE aislados del parásito Leishmania 40 
major, designados LmPDE-B1 (SEC ID Nº: 3) y LmPDE-B2 (SEC ID Nº: 5). Las realizaciones particulares de los 
polipéptidos de LmPDE de la invención incluyen LmPDE-B1 y LmPDE-B2 de longitud completa de Leishmania major. En 
otro aspecto, la invención se refiere a fragmentos de LmPDE. 

[0071] La presente invención 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 sustitución, inserción, deleción, 45 
truncamiento de aminoácidos o cambio de fase.  

[0072] Otra variante de polipéptidos de LmPDE puede tener secuencias de aminoácidos que difieren en una o más 

sustituciones de aminoácidos. La variante puede tener cambios de aminoácidos conservativos, cuando un aminoácido 
sustituido tiene propiedades estructurales o químicas similares. Los restos aminoacídicos que pueden sustituirse de 
forma conservativa entre sí, incluyen, sin limitación: glicina/alanina; valina/isoleucina/leucina; asparagina/glutamina; 50 
ácido aspártico/ácido glutámico; serina/treonina; lisina/arginina y fenilalanina/tirosina. Otras sustituciones también 
pueden considerarse conservativas, dependiendo del ambiente del aminoácido particular y su papel en la estructura 
tridimensional de la proteína. Por ejemplo, la metionina, que es relativamente hidrófoba, con frecuencia puede 
intercambiarse con leucina e isoleucina y a veces con valina. 

[0073] Como alternativa, una variante puede tener cambios de aminoácidos no conservativos, tales como, por ejemplo, 55 
reemplazo de una glicina con un triptófano o alanina con lisina. Variaciones menores similares también pueden incluir 
deleciones e inserciones de aminoácidos. Cualquier sustitución de aminoácidos que no afecte significativamente a las 
propiedades biológicas y/o químicas de los polipéptidos de LmPDE está abarcada por la presente invención. Puede 
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encontrarse orientación en la determinación de que y cuantos restos aminoacídicos pueden sustituirse, insertarse y 
suprimirse usando programas informáticos bien conocidos en la técnica tales como el paquete de software DNASTAR. 

[0074] La presente invención también abarca diversas secuencias de aminoácidos 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 5 
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 invención pueden realizarse de muchas formas, tales como en forma aislada o en 10 
forma purificada. Un experto en la materia puede emplear fácilmente métodos de aislamiento y purificación 
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 purificación dependerá del uso pretendido. Por ejemplo, las moléculas de proteína LmPDE purificadas 
estarán sustancialmente sin otras proteínas o moléculas que alteren la unión de proteínas LmPDE a anticuerpos u otros 15 
ligandos. Las realizaciones de polipéptidos de LmPDE incluyen polipéptidos de LmPDE purificados que tienen la 
actividad biológica de una proteína 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 invención como resultado de 

procesos tales como modificaciones post-traduccionales. Por ejemplo, las diversas formas de polipéptidos de LmPDE 20 
aislados pueden incluir formas precursoras y formas maduras diferentes de una proteína o polipéptido de LmPDE que 
resultan de acontecimientos post-traduccionales, tales como glucosilación, fosforilación y escisión intramolecular. 

[0077] La presente invención proporciona polipéptidos aislados y purificados que tienen una secuencia de aminoácidos 

idéntica a las secuencias polipeptídicas de LmPDE predichas descritas en la presente memoria. En consecuencia, las 
secuencias de aminoácidos de la presente invención pueden ser idénticas a LmPDE-B1 (SEC ID Nº: 3) o LmPDE-B2 25 
(SEC ID Nº: 5). Los polipéptidos LmPDE de la invención también pueden comprender al menos una secuencia que es 
idéntica a un fragmento de una secuencia polipeptídica LmPDE de longitud completa. La presente invención también 
proporciona polipéptidos aislados y purificados con al menos 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% o 99% de identidad 
con las secuencias descritas en la presente memoria. 

Moléculas de Ácido Nucleico de la invención 30 

[0078] La presente invención proporciona moléculas de ácido nucleico de LmPDE que corresponden a los genes de 

longitud completa de LmPDE-B1 (SEC ID Nº: 4) y LmPDE-B2 (SEC ID Nº: 6). La presente invención también 
proporciona moléculas de ácido nucleico que codifican los polipéptidos de LmPDE analizados previamente. La presente 
invención también abarca diversas secuencias de nucleótidos que representan diferentes formas y fragmentos de genes 
y transcritos de LmPDE, tales como diferentes formas alélicas, formas polimórficas, transcritos precursores alternativos 35 
y transcritos maduros. Adicionalmente, se proporcionan moléculas de ácido nucleico recombinante que son variantes de 
uso de codón de nuevas secuencias de LmPDE.  

[0079] Una realización específica de un ácido nucleico que codifica un polipéptido LmPDE-B1 de la presente invención 

comprende la secuencia de nucleótidos de SEC ID Nº: 4, comenzando con adenina en la posición 1267 y terminando 
con adenina en la posición 4059 (que corresponde a los aminoácidos 1-930 de SEC ID Nº: 3). Otra realización 40 
comprende una secuencia de nucleótidos que se encuentra en SEC ID Nº: 4, comenzando con timina en la posición 
3205 y terminando con citosina en la posición 3906 que corresponde al dominio de PDEasa de LmPDE-B1 
(aminoácidos 647-880 de SEC ID Nº: 3). Debido a al degeneración del código genético, la presente invención también 
proporciona cualquier molécula de ácido nucleico que codifique un polipéptido que comprende la secuencia 
polipeptídica de LmPDE-B1 expuesta en la SEC ID Nº: 3, empezando con metionina en la posición de aminoácido 1 y 45 
terminando con valina en la posición de aminoácido 930. La invención también proporciona ácidos nucleicos que 
codifican fragmentos de un polipéptido de LmPDE-B1, por ejemplo un ácido nucleico que codifica el dominio de PDEasa 
que comprende los aminoácidos 647-880 como se exponen en la SEC ID Nº: 3.  

[0080] Una realización específica de un ácido nucleico que codifica un polipéptido LmPDE-B2 de la presente invención 

comprende la secuencia de nucleótidos de SEC ID Nº: 6, comenzando con adenina en la posición 2182 y terminando 50 
con adenina en la posición 5004 (que corresponde a los aminoácidos 1-940 de SEC ID Nº: 5). Otra realización 
comprende una secuencia de nucleótidos que se encuentra en la SEC ID Nº: 6, comenzando con timina en la posición 
4150 y terminando con citosina en la posición 4851, que corresponde al dominio de PDEasa de LmPDE-B2 
(aminoácidos 657-890 de SEC ID Nº: 5). Debido a la degeneración del código genético, la presente invención también 
proporciona cualquier molécula de ácido nucleico que codifique un polipéptido que comprende la secuencia 55 
polipeptídica de LmPDE-B2 expuesta en la SEC ID Nº: 5, empezando con metionina en la posición de aminoácido 1 y 
terminando con valina en la posición de aminoácido 940. La invención también proporciona ácidos nucleicos que 
codifican fragmentos de un polipéptido de LmPDE-B2, por ejemplo un ácido nucleico que codifica el dominio PDEasa 
que comprende los aminoácidos 657-890 como se exponen en SEC ID Nº: 5. 

ES 2 358 331 T3



9 

 

[0081] Un experto en la materia apreciará que los ácidos nucleicos de la presente invención pueden codificar dominios o 

partes de polipéptidos de LmPDE distintos de los mencionados específicamente anteriormente.  

[0082] La presente invención contempla formas alélicas alternativas de secuencias de nucleótidos de LmPDE que se 

aíslan de diferentes sujetos de la misma especie. Típicamente, 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 codificará 5 
una proteína LmPDE que tiene actividad biológica de PDE normal, tal como, por ejemplo, una función 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 invención proporciona forma alélicas de tipo silvestre y mutantes de 
secuencias de nucleótidos de LmPDE.   

[0083] La presente invención contempla adicionalmente formas polimórficas de secuencias de nucleótidos de LmPDE. 10 
Típicamente, las formas polimórficas aisladas de secuencias génicas de origen natural se aíslan de diferentes sujetos 
de la misma especie. Las formas polimórficas incluyen secuencias que tienen una o más sustituciones de nucleótidos 
que pueden dar como resultado o no cambios en la secuencia de codones de aminoácidos. Estas sustituciones pueden 
dar como resultado un gen de LmPDE de tipo silvestre que codifica una proteína que tiene la actividad biológica de las 
proteínas LmPDE de tipo silvestre.  15 

[0084] La presente invención proporciona adicionalmente variantes de uso de codón aisladas (véase Tabla 1) que 

difieren de las secuencias de nucleótidos de LmPDE descritas, pero no alteran la secuencia proteica de LmPDE 
predicha o su actividad biológica. Las variantes de uso de codón pueden generarse por tecnología de ADN 
recombinante. Pueden seleccionarse codones para optimizar el nivel de producción del transcrito de LmPDE o la 
proteína de LmPDE en un hospedador de expresión procariota o eucariota particular, de acuerdo con la frecuencia de 20 
codones utilizados por la célula hospedadora. Las razones alternativas para alterar la secuencia de nucleótidos que 
codifica una proteína de LmPDE incluyen la producción de transcritos de ARN que tienen propiedades más deseables, 
tales como una semivida prolongada o estabilidad aumentada. 

Tabla 1 

Aminoácido Símbolo Símbolo de Una Letra Codones 

Alanina Ala A GCU, GCC, GCA, GCG 

Cisteína Cys C UGU, UGC 

Ácido Aspártico Asp D GAU, GAC 

Ácido Glutámico Glu E GAA, GAG 

Fenilalanina Phe F UUU, UUC 

Glicina Gly G GGU, GGC, GGA, GGG 

Histidina His H CAU, CAC 

Isoleucina He I 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 V GUU, GUC, GUA, GUG 

Triptófano Trp W UGG 

Tirosina Tyr Y UAU, UAC 

 25 

[0085] La presente invención proporciona adicionalmente nuevos polinucleótidos 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, híbridos de ADN/ARN y 
moléculas relacionadas. Las moléculas de ácido nucleico de la presente invención incluyen secuencias de nucleótidos 
sustancialmente idénticas o complementarias a las secuencias de nucleótidos de LmPDE descritas en la presente 30 
memoria.  

[0086] La invención abarca moléculas genómicas, de ADNc, ribozimas y antisentido así como ácidos nucleicos basados 

en cadena principal alternativa y que incluyen bases alternativas y restos de azúcares 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 químicos y sintetizado “parcialmente” 
significa que sólo partes del ADN resultante se producen por síntesis química. Las moléculas antisentido pueden ser 
ARN u otras moléculas, incluyendo ácidos péptido nucleicos (PNA) o moléculas no de ácido nucleico tales como 
derivados de fosforotioato (descritas en mayor detalle posteriormente) que se unen específicamente a ADN o ARN de 
una manera dependiente de par de bases. Un experto en la materia puede obtener fácilmente estas clases de 5 
moléculas de ácidos nucleicos usando las secuencias descritas en la presente memoria. 

[0087] La presente invención proporciona adicionalmente secuencias de nucleótidos que hibridan de forma selectiva 

con secuencias de nucleótidos de LmPDE en condiciones de hibridación altamente rigurosas. Típicamente, la 
hibridación en condiciones convencionales altamente rigurosas se producirá entre dos moléculas de ácido nucleico 
complementarias que difieran en complementariedad de secuencia de aproximadamente el 70% a aproximadamente el 10 
100%. Resulta inmediatamente evidente para un experto en la materia que la hibridación altamente rigurosa entre 
moléculas de ácidos nucleicos depende de, por ejemplo, el grado de identidad, el rigor de la hibridación y la longitud de 
las cadenas que hibridan. Los métodos y fórmulas 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).  15 

[0088] En general, son condiciones de hibridación rigurosas las que: (1) emplean fuerza iónica baja y alta temperatura 

para el lavado, por ejemplo, NaCl 0,015 M, citrato sódico 0,0015 M y SDS al 0,1% a 50ºC; o (2) emplean un agente 
desnaturalizante durante la hibridación tal como formamida, por ejemplo, formamida al 50% (vol/vol) con albúmina de 
suero bovino al 0,1%, Ficoll al 0,1%, polivinilpirrolidona al 0,1%, tampón de fosfato sódico 50 mM a pH 6,5 con NaCl 750 
mM y citrato sódico 75 mM a 42ºC. 20 

[0089] Otro ejemplo de condiciones rigurosas es el uso de formamida al 50%, SSC 5x (NaCl 0,75 M, citrato sódico 

0,075 M), fosfato sódico 50 mM (pH 6,8), pirofosfato sódico al 0,1%, solución de Denhardt 5x, ADN de esperma de 
salmón sonicado (50 mg/ml), SDS al 0,1% y sulfato de dextrano al 10% a 42ºC, con lavados a 42ºC en SSC 0,2x y SDS 
al 0,1%. Un experto en la materia puede determinar fácilmente y variar las condiciones de rigor de forma apropiada para 
obtener una señal de hibridación clara y detectable. Los intervalos típicos de condiciones rigurosas incluyen: (1) bajo 25 
rigor (SSC 2x /SDS 0,1% (p/v), temperatura ambiente), (2) rigor moderado (SSC 0,2x/SDS 0,1% (p/v), 42ºC) y (3) alto 
rigor (SSC 0,1x/SDS 0,1% (p/v), 68ºC).  

[0090] La presente invención proporciona moléculas de ARN que codifican polipéptidos de LmPDE. En particular, las 

moléculas de ARN de la invención pueden aislarse con longitud completa o como moléculas de ARNm parciales u 
oligómeros de ARN que codifican un polipéptido de LmPDE. 30 

[0091] Las moléculas de ácido nucleico de la invención también incluyen moléculas de ácido nucleico derivadas que 

difieren de moléculas de ADN o ARN y moléculas antisentido. Las moléculas derivadas incluyen ácidos péptido 
nucleicos (PNA) y moléculas no de ácido 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). 35 

[0092] Las moléculas de ácido péptido nucleico comprenden un oligómero de ácido nucleico al que se ha añadido un 

resto de aminoácido, tal como lisina y un grupo amino. Estas moléculas pequeñas (también conocidas como agentes 
antigénicos) detienen la elongación del transcrito mediante su unión a su cadena complementaria (molde) de ácido 
nucleico (Nielsen et al., (1993) Anticancer Drug Des. 8, 53-63). Pueden encontrarse revisiones de métodos para síntesis 
de ADN, ARN y sus análogos en Oligonucleotides and Analogues (ed. F. Eckstein (1991) IRL Press, Nueva York) y 40 
Oligonucleotide Synthesis (ed. M. J. Gait (1984) IRL Press, Oxford, Inglaterra). Adicionalmente, se describen métodos 
para tecnología de ARN antisentido en las patentes de Estados Unidos Nº 5.194.428 y 5.110.802. Un experto en la 
materia puede obtener fácilmente estas clases de moléculas de ácido nucleico usando las secuencias de nucleótidos de 
LmPDE descritas en la presente memoria (véase, por ejemplo, Innovative and Perspectives in Solid Phase Synthesis 
(1992) Egholm, et al. págs. 325-328, o la Patente de Estados Unidos Nº 5.539.082). 45 

[0093] Las realizaciones de moléculas de ácido nucleico de LmPDE de la invención incluyen cebadores de ADN y ARN 

que permiten la amplificación específica de secuencias de LmPDE o de cualquier fragmento de las mismas y sondas 
que hibridan de forma selectiva o específica con secuencias de LmPDE o con cualquier fragmento de las mismas. Como 
se usa en la presente memoria, la amplificación se refiere a la producción de copias adicionales de una secuencia de 
ácido nucleico y se lleva a cabo generalmente usando tecnología de reacción en cadena de la polimerasa (PCR) que se 50 
conoce bien en la técnica (Dieffenbach et al. (1995) PCR Primer, a Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Press, 
Plainview, NY). Las sondas de ácido nucleico pueden marcarse con un marcador detectable. Ejemplos de un marcador 
detectable incluyen, pero sin limitación, un radioisótopo, un compuesto fluorescente, un compuesto bioluminiscente, un 
compuesto quimioluminiscente, un quelador metálico o una enzima. La tecnología para generar sondas de ADN y ARN 
marcadas se conoce bien en la técnica (véase, por ejemplo, Sambrook et al. (1989) in Molecular Cloning). 55 

Moléculas de Ácido Nucleico Recombinantes que Codifican el LmPDE 

[0094] La invención también incluye moléculas de ácido nucleico recombinante que codifican polipéptidos de LmPDE. 

Dichas moléculas pueden tener secuencias reguladoras unidas operativamente a las secuencias de nucleótidos de 
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LmPDE de la invención.   

[0095] La presente invención también abarca moléculas de ácido nucleico recombinantes tales como moléculas de ADN 

(ADNr) que comprenden secuencias de nucleótidos 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 manipulación molecular in vitro. Los 
métodos para generar moléculas de ADNr se conocen bien en la técnica (véase, por ejemplo, Sambrook et al. (1989) 5 
Molecular Cloning, mencionado anteriormente). En una realización de la presente invención, las secuencias de ADNr 

que codifican un polipéptido de LmPDE, o fragmentos del mismo, están unidas operativamente a una o más secuencias 
de control de la expresión y/o secuencias vector. 

Vectores que Comprenden las LmPDE Nuevas 

[0096] Las moléculas de ácido nucleico de la presente invención pueden ser moléculas recombinantes, comprendiendo 10 
cada una la secuencia, o parte de la misma, de una secuencia de nucleótidos de LmPDE unida a una secuencia de 
nucleótidos 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 expresión es un vector que se replica de forma autónoma que comprende un replicón 

que dirige la replicación del ADNr dentro de la célula hospedadora apropiada. Como alternativa, el vector dirige la 15 
integración 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 invención pueden permitir la expresión de un transcrito o secuencia polipeptídica de 

LmPDE en células hospedadoras procariotas o eucariotas. Dichos vectores incluyen vectores de expresión que 20 
comprenden un elemento de control de la expresión, descrito anteriormente. Los vectores usados para la expresión de 
las secuencias de nucleótidos de LmPDE en células hospedadoras eucariotas pueden incluir elementos de control de la 
expresión tales como el promotor de polihedrina de baculovirus para la expresión en células de insecto. Otros posibles 
elementos de control de la expresión incluyen promotores o potenciadores derivados de los genomas de células 
vegetales (por ejemplo, genes de choque térmico, de RUBISCO, de proteínas de almacenamiento), promotores virales o 25 
secuencias líder de virus vegetales y promotores o potenciadores de los genes de mamífero o de virus de mamífero.  

[0099] También pueden requerirse señales de iniciación específicas para una traducción eficaz de las secuencias de 

nucleótidos de LmPDE. Estas señales incluyen el codón de iniciación ATG y secuencias adyacentes. En los casos en 
los que se inserta un codón de iniciación de LmPDE y secuencias cadena arriba en el vector de expresión apropiado, 
puede no necesitarse señales de control de la traducción adicionales. Sin embargo, en casos en los que solamente se 30 
inserta la secuencia codificante (o una parte de la misma), deben proporcionarse señales de control traduccional 
exógenas que incluyen el codón de iniciación ATG. Además, el codón de iniciación debe estar en la fase de lectura 
correcta para asegurar la traducción del inserto completo. Los elementos traduccionales y codones de iniciación 
exógenos pueden ser de diversos orígenes, tanto naturales como sintéticos. La eficacia de la expresión puede 
potenciarse por la inclusión de potenciadores apropiados para el sistema celular en uso (Scharf et al (1994) Results 35 
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 fármaco tal como resistencia a ampicilina o tetraciclina. El vector también puede comprender múltiples 
sitios de restricción de endonucleasas que permiten una inserción conveniente de secuencias de ADN exógeno. Los 
métodos para generar un vector de expresión recombinante que codifica una proteína de LmPDE de la invención se 40 
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 invención para generar transcritos de LmPDE y/o los polipéptidos de LmPDE 

codificados pueden ser vectores de expresión que son compatibles con células hospedadoras procariotas. Los vectores 45 
de expresión de células procariotas se conocen bien en la técnica y están 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 híbridos ptrp-lac para 
expresar polipéptidos de LmPDE en células hospedadoras bacterianas.  

[0102] Como alternativa, los vectores de expresión de la presente invención para generar transcritos de LmPDE y/o los 50 
polipéptidos de LmPDE codificados pueden ser vectores de expresión que son compatibles con células hospedadoras 
eucariotas, tal como células de vertebrados. Los vectores de expresión de células eucariotas se conocen bien en la 
técnica y están disponibles de varias fuentes comerciales. Dichos vectores pueden contener sitios de restricción 
convenientes para la inserción del segmento de ADN deseado. Son típicos de dichos vectores PSVL y pKSV-10 
(Pharmacia), pBPV-1/pML2d (International Biotechnologies, Inc.), pTDT1 (ATCC, Nº 31255) y vectores de expresión 55 
eucariotas similares. 
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Sistemas de Hospedador-Vector que Comprenden LmPDE 

[0103] La invención proporciona adicionalmente un sistema de hospedador-vector que comprende un vector, plásmido, 

fagémido o cósmido que comprende una secuencia de nucleótidos de LmPDE, o un fragmento de la misma, introducido 
en una célula hospedadora adecuada. Pueden utilizarse una diversidad de sistemas de expresión vector/hospedador 
para portar y expresar secuencias de nucleótidos de LmPDE. El sistema hospedador-vector puede usarse para expresar 5 
(por ejemplo, producir) polipéptidos de LmPDE codificados por secuencias de nucleótidos 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 mamíferos y células de insectos. Varias posibles realizaciones proporcionan un sistema 10 
de hospedador-vector que comprende el vector pcDNA3 (Invitrogen, Carlsbad, CA) en células de mamífero COS-7, el 
vector pGEX (Promega, Madison, Wl) 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 introducción de las moléculas de ADN recombinante de la presente invención en una células hospedadora 15 
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 ácido nucleico por electroporación 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 20 
electroporación o tratamiento con lípidos catiónicos 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 

invención, pueden identificarse por técnicas bien conocidas en la materia. Por ejemplo, las células resultantes de la 
introducción de ADN recombinante de la presente invención se seleccionan y clonan para producir colonias únicas. Las 25 
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 proteínas producidas de la célula pueden también ensayarse mediante un ensayo bioquímico o un método 
inmunológico.  

[0106] En sistemas bacterianos, pueden seleccionarse varios vectores de expresión dependiendo del uso pretendido 30 
para los polipéptidos de LmPDE. Por ejemplo, cuando se necesitan grandes cantidades de LmPDE para la inducción de 
anticuerpos, pueden ser deseables vectores que dirigen un alto nivel de expresión de proteínas de fusión que son 
solubles y fácilmente purificables. Dichos vectores incluyen, pero sin limitación, vectores de clonación y expresión de E. 
coli multifuncionales tales como BLUESCRIPT (Stratagene, San Diego, CA), en los que una secuencia de nucleótidos 

de LmPDE puede estar ligada en fase con secuencias para el Met amino terminal y los 7 restos posteriores de -35 
galactosidasa de modo que se produce una proteína híbrida; vectores pIN (Van Heeke & Schuster (1989) J. Biol. Chem. 
264, 5503-5509) y similares. También pueden usarse los vectores pGEX (Promega, Madison, Wl) para expresar 
polipéptidos de LmPDE como proteínas de fusión con glutatión S-transferasa (GST). En general, dichas proteínas de 
fusión son solubles y pueden purificarse fácilmente a partir de células lisadas mediante adsorción a perlas de glutatión-
agarosa seguido de elución en presencia de glutatión libre. Las proteínas preparadas en dichos sistemas se diseñan 40 
para incluir sitios de escisión de heparina, trombina o proteasa de factor XA de modo que la proteína 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. 45 

[0108] En los casos en los que se usen vectores de expresión en plantas, la expresión 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 o en combinación con 
la secuencia líder omega de TMV (Takamatsu et al. (1987) EMBO J 6, 307-311). Como alternativa, pueden usarse 
promotores vegetales tales como la subunidad pequeña de RUBISCO (Coruzzi et al (1984) EMBO J 3, 1671-1680; 50 
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 transformación con ADN directa o 
transfección mediada por patógeno. Para revisiones de dichas técnicas, véase Hobbs (1992) McGraw Yearbook of 
Science and Technology, McGraw Hill Nueva York N. Y., págs. 191-196; o Weissbach y Weissbach (1988) Methods for 
Plant Molecular Biology, Academic Press, Nueva York N. Y., págs. 421-463.  55 

[0109] Un sistema de expresión 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 región no esencial del virus, tal como el gen de polihedrina, y ponerse bajo el control del 60 
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promotor de polihedrina. La inserción exitosa de una secuencia de nucleótidos de LmPDE hará al gen de polihedrina 
inactivo y producirá virus recombinantes que carecen de proteína 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 mamífero, se utilizan varios sistemas de expresión basados en virus. En casos en 

los que se usa un adenovirus como vector de expresión, una secuencia de nucleótidos de LmPDE se liga a un vector de 5 
traducción/traducción de adenovirus que consiste en el promotor tardío y la secuencia líder tripartita. La inserción en una 
región 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 proteína de LmPDE en células hospedadoras infectadas. Además, pueden 
usarse potenciadores de la transcripción, tales como el potenciador del virus del sarcoma de rous (RSV), para aumentar 
la expresión en células hospedadoras de mamífero.  10 

[0111] Una cepa de células hospedadoras también se puede seleccionar por su capacidad para modular la expresión de 

las secuencias de nucleótidos de LmPDE insertadas o para procesar el polipéptido de LmPDE expresado de una 
manera particular. Dichas modificaciones de polipéptidos de LmPDE incluyen, sin limitación, acetilación, carboxilación, 
glucosilación, fosforilación, lipidación y acilación. El procesamiento post-traduccional que escinde una forma precursora 
de la proteína también puede ser importante para una inserción, plegamiento y/o función correctas. Diferentes células 15 
hospedadoras tales como CHO, HeLa, MDCK, 293, WI38, etc. tienen maquinaria celular específica y mecanismos 
característicos para dichas actividades post-traduccionales y pueden seleccionarse para asegurar la modificación y 
procesamiento correctos de la proteína ajena introducida.  

[0112] Para una producción a largo plazo de alto rendimiento de proteínas recombinantes, se prefiere expresión estable. 

Por ejemplo, las líneas celulares que expresan de forma estable polipéptidos de LmPDE se transforman usando 20 
vectores de expresión que contienen orígenes de replicación virales o elementos de expresión endógena y un gen 
indicador seleccionable. Después de la introducción del vector, las células se cultivan en un medio enriquecido antes de 
cambiar a medio selectivo. El propósito del marcador seleccionable es conferir resistencia a la selección y su presencia 
permite el crecimiento y recuperación 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 25 
tisular apropiadas para el tipo de células usado.  

[0113] Puede usarse cualquier número de sistemas de selección para recuperar líneas celulares transformadas. Estos 

incluyen, sin limitación, 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, antibióticos o 30 
herbicidas como la base para la selección. 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 aminoglucósidos 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 35 
lugar de triptófano, 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, -glucuronidasa y su sustrato, GUS y luciferasa y su sustrato, luciferina. Estos 
marcadores se usan ampliamente no solamente para identificar transformantes sino también para cuantificar la cantidad 
de expresión proteica transitoria o estable atribuible a un sistema de vector específico (Rhodes et al. (1995) Methods 40 
Mol. Biol. 55,121-131). 

Anticuerpos Reactivos Frente a polipéptidos de LmPDE 

[0115] La presente invención también proporciona anticuerpos que se unen a los LmPDE de la invención. Estos 

anticuerpos pueden usarse para propósitos de diagnóstico y terapéuticos.  

[0116] La invención proporciona anticuerpos, tales como anticuerpos policlonales, monoclonales, quiméricos, 45 
humanizados y humanos, así 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 unirán (o se 
unirán débilmente) a una proteína que no sea LmPDE. Estos anticuerpos pueden ser de cualquier fuente, por ejemplo, 
conejo, oveja, rata, perro, gato, cerdo, caballo, ratón y ser humano.  

[0117] Como entenderán los expertos en la materia, los epítopos de un polipéptido de LmPDE a los que se dirige un 50 
anticuerpo pueden variar con la aplicación 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 
o ausencia de una LmPDE de la invención. Adicionalmente, algunos de los anticuerpos de la invención pueden ser 
anticuerpos de internalización, que se internalizan (por ejemplo, entran) en la célula antes o después de la unión. Los 
anticuerpos de internalización son útiles para inhibir el crecimiento celular y/o inducir la muerte celular y para detectar o 55 
dirigir las LmPDE dentro de células dañadas o que están muriendo.   

[0118] La invención también abarca fragmentos de anticuerpo que reconocen específicamente un polipéptido de 

LmPDE. Como se usa en la presente memoria, un fragmento de anticuerpo se define como al menos una porción de la 
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región variable de la molécula de inmunoglobulina que se une a su diana, es decir, la región de unión a antígeno. Parte 
de la región constante de la inmunoglobulina puede estar incluida. Los fragmentos de los anticuerpos monoclonales o 
los antisueros policlonales incluyen Fab, F(ab’)2, fragmentos de Fv, anticuerpos de cadena sencilla y proteínas de fusión 
que incluyen la parte inmunológicamente significativa (es decir, una parte que reconoce y se une a una LmPDE).   

[0119] Los anticuerpos quiméricos de la invención pueden ser moléculas de inmunoglobulina que comprenden al menos 5 
dos partes de anticuerpo de diferentes especies, por ejemplo una parte humana y no humana. La invención 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 10 
recombinación homóloga para modificación 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 útiles. 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 preparación de anticuerpos. Por ejemplo, pueden 15 
prepararse anticuerpos mediante la inmunización de un hospedador mamífero adecuado con un inmunógeno tal como 
un polipéptido de LmPDE aislado (Harlow (1989) Antibodies, Cold Spring Harbor Press, NY). Además, también pueden 
usarse proteínas de LmPDE como inmunógenos, tal como una LmPDE fusionada con GST, Ig humana o proteínas de 
fusión marcadas con His. Las células que expresan o sobreexpresan polipéptidos de LmPDE también pueden usarse 
para inmunizaciones. Esta estrategia puede dar como resultado la producción de anticuerpos monoclonales con 20 
capacidades mejoradas para el reconocimiento de polipéptidos LmPDE endógenos (Harlow et al. (1988) Antibodies: A 
Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Press).  

[0122] La invención también proporciona anticuerpos humanos. Existen varias estrategias bien conocidas que podría 

usar un experto en la materia para producir anticuerpos recombinantes humanos. Una es la generación de anticuerpos 
usando tecnologías de presentación de fagos (Low et al. (1996). J Mol Biol 260(3): 359-368; Winter et al. (1994). Annu 25 
Rev Immunol 12:433-455). Específicamente, 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 bacteriófago. Estas bibliotecas pueden 
usarse para explorar el antígeno de interés. El fago que se une, debido a un anticuerpo expresado en la superficie, 
puede aislarse después. El ADN que codifica las regiones variables se secuencia y clona para la expresión de 
anticuerpos.  30 

[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 inoculación con un antígeno 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 35 
productoras de anticuerpos que resultan pueden después incorporarse en la tecnología de hibridoma convencional para 
el establecimiento de líneas celulares productoras de anticuerpo monoclonal específicas. 

[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 antígeno de interés. Usando selección 
de células activada por fluorescencia (FACS) y antígeno marcado con fluorescencia, pueden separarse las células que 40 
producen los anticuerpos dirigidos contra el antígeno de las otras células. Puede extraerse el ARN a continuación 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 expresión de mamíferos para producir anticuerpos 
recombinantes humanos a gran escala. 45 

[0125] La secuencia de aminoácidos de polipéptidos de LmPDE puede usarse para seleccionar regiones específicas de 

una proteína de LmPDE para generar anticuerpos. Por ejemplo, pueden usarse análisis de hidrofobicidad e hidrofilia de 
una secuencia de aminoácidos de LmPDE para identificar regiones hidrófilas en una estructura proteica de LmPDE. Las 
regiones de un polipéptido de LmPDE que muestran estructura inmunogénica, así como otras regiones y dominios, 
pueden identificarse fácilmente usando diversos métodos diferentes conocidos en la técnica tales como análisis Chou-50 
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 proteína para su uso como un inmunógeno y para preparar conjugados 

inmunogénicos de una proteína con un vehículo tal como BSA, KLH u otras proteínas vehículo se conocen bien en la 
técnica. Las técnicas para conjugar o unir agentes terapéuticos a anticuerpos se conocen bien (Amon et al. (1985) 55 
"Monoclonal Antibodies For Immunotargeting Of Drugs In Cancer Therapy", Monoclonal Antibodies And Cancer 
Therapy, Reisfeld et al. (eds.) págs. 243-56, Alan R. Liss, Inc; Hellstrom et al. (1987) "Antibodies For Drug Delivery", 
Controlled Drug Delivery (2ª Ed.), Robinson et al. (eds.) págs. 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.) págs. 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 conjugación directa usando reactivos de carbodiimida; en otros casos pueden 
ser eficaces reactivos de unión como los proporcionados por Pierce Chemical Co., Rockford, IL. 

[0127] La administración de un inmunógeno de LmPDE se realiza generalmente por inyección durante un periodo de 5 
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 inmunización, pueden 
tomarse títulos de anticuerpos para determinar si la formación 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 líneas 10 
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 efectúan inmortalización de linfocitos o 
células del bazo, como se conoce generalmente en la técnica. Las líneas celulares inmortalizadas que secretan los 
anticuerpos deseados se exploran mediante inmunoensayo en el que el antígeno es un polipéptido de LmPDE. Cuando 
el cultivo de células inmortalizadas apropiado que secreta el anticuerpo deseado se identifica, las células pueden 15 
cultivarse in vitro o por producción en líquido ascítico. Los anticuerpos monoclonales deseados se recuperan después 
del sobrenadante del cultivo o del sobrenadante del líquido ascítico.  

[0129] Los anticuerpos o fragmentos también pueden producirse por medios recombinantes. Las regiones de anticuerpo 

que se unen específicamente a las regiones deseadas de un polipéptido de LmPDE también pueden producirse en el 
contexto de anticuerpos quiméricos de origen de múltiples especies.  20 

[0130] Los anticuerpos de la invención pueden unirse específicamente a polipéptidos de LmPDE. En una realización, los 

anticuerpos de LmPDE pueden unirse específicamente al dominio GAF de una proteína LmPDE. En otra realización, los 
anticuerpos de la invención pueden unirse específicamente al dominio C terminal de una proteína LmPDE. En una 
realización adicional, los anticuerpos pueden unirse específicamente al domino catalítico de PDE de un polipéptido de 
LmPDE. En otras realizaciones, los anticuerpos de la presente invención pueden unirse a otros dominios de un 25 
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 generación de anticuerpos, incluyendo fragmentos, que se 

unen específicamente a un epítopo 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 30 
seleccionadas de un polipéptido de LmPDE son particularmente útiles. En una realización, se usan anticuerpos de 
LmPDE para explorar bibliotecas de expresión para obtener polipéptidos relacionados con polipéptidos de LmPDE (por 
ejemplo, homólogos).  

[0132] En otra realización, se usan anticuerpos de LmPDE para enriquecer o purificar polipéptidos de LmPDE de una 

muestra que tiene una población heteróloga de polipéptidos. Los métodos de enriquecimiento y purificación incluyen 35 
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 sólido con un anticuerpo de 
LmPDE, uniéndose la matriz de afinidad ligada específicamente 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, 40 
enriqueciendo 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 proteína o complejo proteico deseados pueden encontrarse en Antibodies: A Laboratory Manual (Harlow et al. 

(1988) CSHL, Cold Spring, NY).  

[0133] Además, existen múltiples usos de diagnóstico de los anticuerpos de la invención. La invención proporciona 45 
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 realización, el método comprende determinar 
cuantitativamente la cantidad de al menos un polipéptido de LmPDE en la muestra (por ejemplo, muestra celular o de 
fluido biológico) usando uno cualquiera o una combinación de los anticuerpos de la invención. La cantidad determinada 
de este modo puede compararse después con la cantidad en una muestra de un sujeto normal. La presencia de una 50 
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 invención también pueden ser útiles en metodologías de formación de 

imágenes de diagnóstico, en las que los anticuerpos tienen un marcador detectable. La invención proporciona diversos 55 
ensayos inmunológicos útiles para la detección de polipéptidos LmPDE en una muestra biológica adecuada. Los 
marcadores detectables adecuados incluyen, sin limitación, un radioisótopo, un compuesto fluorescente, un compuesto 
bioluminiscente, un compuesto quimioluminiscente, un cromóforo, un quelante metálico, biotina o una enzima. Dichos 

ES 2 358 331 T3



16 

 

ensayos generalmente comprenden uno o más anticuerpos de LmPDE marcados que reconocen y se unen a un 
polipéptido de LmPDE e incluyen diversos formatos de ensayo inmunológico bien conocidos en la técnica, incluyendo 
sin limitación diversos tipos de precipitación, aglutinación, fijación de complemento, radioinmunoensayos (RIA), ensayos 
por inmunoabsorción ligados a enzimas (ELISA), ensayos inmunofluorescentes ligados a enzima (ELIFA) (H. Liu et al. 
(1998) Cancer Research 58, 4055-4060), análisis inmunohistoquímicos y similares. 5 

Métodos para Generar Polipéptidos de LmPDE 

[0135] Los polipéptidos de LmPDE de la presente invención pueden generarse por síntesis química 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 invención también pueden generarse por métodos sintéticos químicos. 
Los principios de la síntesis química de fase sólida de polipéptidos se conoce bien en la técnica y puede encontrarse en 10 
textos generales relacionados con esta área (véase, por ejemplo, Dugas et al. (1981) Bioorganic Chemistry, págs. 54-
92, Springer-Verlag, Nueva York).  

[0136] La presente invención también proporciona moléculas polipeptídicas derivadas, tales como polipéptidos de 

LmPDE modificados químicamente. Es ilustrativo de dichas modificaciones el reemplazo de hidrógeno con un grupo 
alquilo, acilo o amino. Los derivados de polipéptido de LmPDE conservan las actividades biológicas de las LmPDE de 15 
origen natural. 

Exploración de Compuestos que Modulan la Actividad/Expresión de LmPDE 

[0137] Los polipéptidos de LmPDE de la presente invención son fosfodiesterasas de Leishmania, tales como 
Leishmania major, que funcionan como componentes clave en la regulación de niveles intracelulares de AMPc mediante 

la catálisis de su hidrólisis. Junto con las ciclasas de adenililo, esas fosfodiesterasas controlan en última instancia las 20 
respuestas biológicas mediadas por el AMPc mensajero. La regulación de los niveles intracelulares de AMPc es crucial 
en los procesos de transformación y proliferación celular. Por lo tanto, los polipéptidos de LmPDE son dianas 
importantes para los compuestos que modulan su actividad biológica o que modulan su expresión. Los compuestos que 
modulan de forma eficaz las funciones biológicas de las LmPDE pueden servir como agentes terapéuticos importantes 
para el tratamiento de enfermedades parasitarias tales como leishmaniasis. La invención también proporciona un 25 
método para obtener compuestos que modulan la actividad o la expresión de LmPDE. 

[0138] La presente invención se refiere a métodos de exploración para identificar compuestos que se unen a 

polipéptidos de LmPDE (por ejemplo ligandos) y modulan la actividad biológica de polipéptidos de LmPDE. Estos 
métodos de exploración 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 exploración también pueden usarse 30 
para identificar compuestos que modulen la expresión de polipéptidos de LmPDE.  

[0139] Típicamente, el objetivo de los métodos de exploración es identificar compuestos que se unen a las LmPDE 

diana y provocan cambios en la actividad biológica del polipéptido o molécula de ácido nucleico diana. Los compuestos 
de interés se identifican a partir de una formulación de compuestos candidatos. Por ejemplo, un compuesto que se une 
eficazmente a la molécula de ácido nucleico diana puede reducir la expresión del polipéptido de LmPDE y reducir de 35 
este modo la proliferación de células que expresan polipéptidos de LmPDE. La reducción de la proliferación de células 
que expresan polipéptidos de LmPDE puede ser un método eficaz para tratar enfermedades asociadas con la infección 
de parásitos tales como Leishmania major. 

[0140] Pueden usarse varios ensayos y exploraciones para identificar compuestos que modulen la actividad y/o 

expresión de LmPDE. Los compuestos identificados en los ensayos y exploraciones pueden modular la actividad del 40 
LmPDE de diversas maneras. Por ejemplo, los compuestos pueden unirse directamente a un polipéptido de LmPDE o 
pueden unirse a proteínas intracelulares que se unen a un LmPDE. Los compuestos pueden también modular la 
actividad de un gen de LmPDE o modular la expresión 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 expresión génica 
(véase, por ejemplo, Piatt (1994) J. Biol. Chem. 269, 28558-28562).  45 

[0141] Los compuestos que pueden explorarse por los métodos descritos en la presente invención incluyen, sin 

limitación, 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 química combinatoria compuestas de 50 
aminoácidos D y/o L, fosfopéptidos (incluyendo, sin limitación, miembros de bibliotecas de fosfopéptidos dirigidas 
parcialmente degeneradas o aleatorias; véase, por ejemplo Songyang et al. (1993) Cell 72, 767-778), carbohidratos y 

moléculas pequeñas orgánicas o inorgánicas. Los compuestos que pueden explorarse incluyen, sin limitación, productos 
naturales y sintéticos. Un experto en la materia puede reconocer fácilmente que no existe un límite con respecto a la 
naturaleza estructural de los compuestos ensayados con respecto a su unión a polipéptidos de LmPDE.  55 

[0142] Los compuestos candidatos que se ensayan con respecto a su unión a polipéptidos de LmPDE y/o modulación 

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 específicas del polipéptido o ácido nucleico de LmPDE. Son 
ejemplos de agentes seleccionados aleatoriamente los miembros de una biblioteca química, 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 está basada en la secuencia del sitio diana y/o su conformación con 5 
relación a la acción del compuesto. Los compuestos pueden seleccionarse racionalmente utilizando las secuencias 
peptídicas que componen el polipéptido de LmPDE o analizando la secuencia de nucleótidos que codifica un polipéptido 
de LmPDE.  

[0144] Los métodos para seleccionar de forma racional un compuesto que modula la actividad y/o expresión de un 

polipéptido de LmPDE incluyen técnicas de modelación o búsqueda por ordenador. Por ejemplo, se identifican 10 
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, análisis de 
la secuencia de aminoácidos 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 cristalografía de rayos X y NMR 
para resolver la estructura tridimensional de una proteína para identificar posibles sitios de unión, incluyendo el sitio 15 
activo del sustrato natural.  

[0145] Puede usarse formación de modelos basada en ordenador para completar una estructura incompleta o 

insuficientemente precisa. Los métodos de modelización que pueden usarse son, por ejemplo, modelos con parámetros 
fijados específicos para biopolímeros particulares tales como proteínas o ácidos nucleicos, modelización de dinámica 
molecular basada en cálculos de movimientos moleculares, modelos mecánicos estadísticos basados en conjuntos 20 
térmicos o modelos combinados. Para la mayoría de los tipos de modelos, son necesarios campos de fuerza molecular 
convencionales, que representan las fuerzas entre átomos y grupos constituyentes, y pueden seleccionarse de campos 
de fuerza conocidos en la técnica. Puede incorporarse información sobre estructuras incompletas o menos precisas 
determinadas como se ha indicado anteriormente como restricciones en las estructuras calculadas por estos métodos 
de modelización.  25 

[0146] Una vez que la estructura del sitio activo de un polipéptido de LmPDE se ha determinado, pueden identificarse 

compuestos de modulación candidatos mediante búsqueda en bases de datos que contienen compuestos junto con 
información sobre su estructura molecular. Los compuestos identificados en tal búsqueda 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 búsqueda son compuestos moduladores de LmPDE potenciales. 30 

[0147] Estos métodos pueden usarse para identificar compuestos moduladores mejorados basándose en compuestos 

que se sabe que modulan otras PDE. La estructura del compuesto conocido se modifica y se determinan los efectos 
moduladores usando métodos experimentales e informáticos 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 
afectará una modificación particular del compuesto a su interacción con esa proteína. Pueden evaluarse variaciones 35 
sistemáticas en la composición, tal como variando grupos laterales, para obtener compuestos moduladores modificados 
de especificidad o actividad preferida.  

[0148] Son ejemplos de sistemas de modelización molecular los programas QUANTA, por ejemplo, CHARMm, 

MCSS/HOOK y X-LIGAND (Molecular Simulations, Inc., San Diego, Ca.). QUANTA proporciona una ambiente de 
modelización para la simulación y análisis de macromoléculas y moléculas orgánicas pequeñas.  40 

[0149] El proceso de usar información estructural experimental o predicha en una simulación informática 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 informáticos diseñados para explorar y representar compuestos químicos están disponibles de compañías 
tales como MSI, Allelix, Inc., y Hypercube, Inc. Estas aplicaciones se diseñan en gran parte para fármacos específicos 45 
de proteínas particulares; sin embargo, pueden adaptarse al diseño de fármacos específicos para regiones identificadas 
de ADN o ARN. Pueden usarse fuentes comerciales de bibliotecas químicas como fuentes de compuestos candidatos. 
Dichas bibliotecas químicas pueden obtenerse de, por ejemplo, ArQule, Inc. 

[0150] Los compuestos que modulan la actividad y/o expresión de un polipéptido de LmPDE también pueden estar 

basados en construcciones antisentido. Las técnicas terapéuticas basadas en un enfoque antisentido implican el diseño 50 
de oligonucleótidos que son complementarios a los ARNm de LmPDE. Estos oligonucleótidos se unen a los transcritos 
complementarios y evitan la traducción. No se requiere complementariedad absoluta (o total). Un oligonucleótido puede 
funcionar como una construcción 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 ácido nucleico 
antisentido bicatenaria, puede ensayarse una hebra sencilla de la doble cadena o puede ensayarse una formación de 55 
triple cadena. La capacidad de hibridar dependerá del grado de complementariedad y la longitud del ácido nucleico 
antisentido. En general, cuanto más largo sea el ácido nucleico que hibrida, más emparejamientos erróneos de bases 
con un ARN puede contener y formar aún una doble cadena estable (o triple cadena, según sea el caso). Un experto en 
la materia puede determinar un grado tolerable de emparejamiento erróneo mediante el uso de procedimientos 
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convencionales para determinar el punto de fusión del complejo hibridado.  

[0151] Además, pueden usarse varios ensayos in vitro para identificar compuestos que modulan la expresión y/o la 

actividad de un polipéptido LmPDE. Dichos ensayos implican típicamente la preparación de una mezcla de reacción 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 unión 5 
de un compuesto con un polipéptido de LmPDE puede ensayarse usando un cambio en el peso molecular o un cambio 
en la actividad biológica del polipéptido de LmPDE no unido o la expresión de un gen indicador en un sistema de dos 
híbridos 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 basará 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 10 
alternativa, pueden adoptarse tecnologías de inmunodetección y biochip (por ejemplo, Patente de Estados Unidos Nº 
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 superposición de TLC que usan extractos de glucolípidos de células de 
tipo inmune (Abdullah et al. (1992) Infect. Immunol. 60, 56-62). Además, puede medirse una reducción de la actividad 
hidrolítica de AMPc de LmPDE para determinar si un compuesto particular inhibe o no un LmPDE. Un experto en la 15 
materia puede emplear fácilmente numerosas técnicas conocidas en la materia para determinar si un compuesto 
particular se une a un polipéptido de LmPDE de la invención. Tales ensayos típicamente utilizarán una célula control.  

[0152] También es posible usar ensayos basados en células para identificar compuestos que interaccionan con 

polipéptidos de LmPDE. Pueden usarse líneas celulares que expresan de forma natural LmPDE o que se han 
modificado por ingeniería genética para expresar LmPDE. Por ejemplo, pueden añadirse compuestos de ensayo a 20 
cultivos celulares después de lo cual puede medirse la hidrólisis de AMPc usando técnicas convencionales conocidas en 
la materia. Una reducción de la cantidad de hidrólisis en presencia de un compuesto de ensayo en comparación 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 expresión de LmPDE mediante el uso de un gen quimérico en el que una 25 
secuencia de nucleótidos 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 expresión 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 medición directa con respecto a la presencia del polipéptido 
de LmPDE endógeno (por ejemplo, mediante transferencia de Western) y ARNm de LmPDE (por ejemplo, mediante 30 
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 así 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 35 
Western). Una reducción en la cantidad de expresión de LmPDE en los cultivos tratados con el compuesto de ensayo en 
comparación con cultivos control sin el compuesto de ensayo indica que el compuesto de ensayo es un inhibidor de la 
expresión de LmPDE.  

[0154] También pueden usarse ensayos in vivo para ensayar estos compuestos en modelos animales de infección por 

Leishmania. Se administran compuestos de ensayo que se predice que inhiben la actividad y/o expresión de LmPDE a 40 
los animales. Los animales tratados pueden ensayarse después con respecto a la inhibición 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 reducción de la 
expresión de LmPDE mediante un análisis de transferencia de Northern. Una reducción en la cantidad de ARNm de 
LmPDE presente en la muestra de animales tratados en comparación con animales control no tratados indica que el 45 
compuesto de ensayo inhibe la expresión de LmPDE. También puede realizarse un ensayo directo que mide la actividad 
hidrolítica de una LmPDE en AMPc. Una reducción en la hidrólisis de AMPc en la muestra de animales tratados en 
comparación 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 exploración descritos en la presente memoria 

incluyen, sin limitación, un polipéptido de LmPDE aislado, una célula hospedadora que expresa un polipéptido de 50 
LmPDE o una fracción de una célula hospedadora que expresa un polipéptido de LmPDE.  

[0156] Los extractos celulares a ensayar con respecto a unión con polipéptidos de LmPDE y/o modulación de la 

actividad de polipéptidos de LmPDE pueden ser, por ejemplo, extractos acuosos de células o tejidos, extractos 
orgánicos de células o tejidos o fracciones celulares parcialmente purificadas. Un experto en la materia puede reconocer 
fácilmente que no existe límite con respecto a la fuente de los extractos celulares usados en los métodos de exploración 55 
de la presente invención. 

[0157] Los compuestos que se identifican como candidatos para inhibir la actividad y/o expresión de un polipéptido de 

LmPDE, cuando se administra en una cantidad terapéuticamente eficaz, pueden ser útiles para tratar enfermedades y 
reducir síntomas asociados con la infección de Leishmania, tales como leishmaniasis. La toxicidad y eficacia terapéutica 
de compuestos identificados que modulan la actividad y/o expresión de un polipéptido de LmPDE pueden determinarse 60 
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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 población (DL50). La relación de dosis entre efectos 
tóxicos y terapéuticos es el índice terapéutico y puede expresarse como la relación DL50/DE50. Se prefieren compuestos 
con un alto índice terapéutico. Aunque pueden usarse compuestos que tengan efectos secundarios tóxicos, debería 
tenerse cuidado para diseñar un sistema de suministro que dirija tales compuestos al sitio de tejido afectado para 5 
minimizar el daño 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 formulación de una 

serie de dosificaciones para su uso en seres humanos. La dosificación de dichos compuestos se sitúa preferiblemente 
dentro de un intervalo de concentraciones en circulación que incluyen la DE50 con poca o sin toxicidad. La dosificación 
puede variar dentro de este intervalo dependiendo de la forma de dosificación empleada y la vía de administración 10 
usada. Para cualquier compuesto usado en el método de la presente invención, 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 concentración en plasma circulante que incluye la CI50 como se determina en el cultivo celular. 
Dicha información puede usarse para determinar de forma más precisa las dosis útiles en seres humanos. Pueden 
medirse los niveles en plasma, por ejemplo, mediante cromatografía líquida de alto rendimiento. 15 

Generación de organismos transgénicos 

[0159] Otro aspecto de la invención proporciona organismos transgénicos que comprenden ácidos 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 manipulación de las secuencias de ácido nucleico nativas. Por ejemplo, en 
una aplicación, pueden generarse organismos deficientes en PDE usando procedimientos knock-out convencionales 20 
para inactivar una PDE endógena. Como alternativa, pueden usarse moléculas antisentido de PDE inducibles para 
regular la actividad y/o expresión de la PDE endógena. Puede producirse también un organismo de modo que contenga 
una molécula de ácido nucleico que codifique la LmPDE o una unidad de expresión de LmPDE antisentido que dirige la 
expresión de un polipéptido de LmPDE o la molécula antisentido. En dichos casos, se genera un organismo en el que la 
expresión del gen de PDE endógeno está alterado por inactivación y/o reemplazado por un gen de LmPDE. Esto puede 25 
conseguirse usando una diversidad de procedimientos conocidos en la técnica tales como recombinación dirigida. Una 
vez generado, el organismo deficiente en PDE endógena que expresa un polipéptido de LmPDE puede usarse para (1) 
identificar procesos biológicos y patológicos mediados por polipéptidos de LmPDE, (2) identificar proteínas y otros 
genes que interaccionan con polipéptidos de LmPDE, (3) identificar compuestos que pueden proporcionarse de manera 
exógena para inhibir un polipéptido de LmPDE y (4) servir como una exploración apropiada para identificar mutaciones 30 
dentro de los genes de LmPDE que aumentan o reducen la actividad. 

[0160] Por ejemplo, en una realización los genes de PDE endógena en S. cerevisiae pueden suprimirse, lo que da como 

resultado una acumulación 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 ácido nucleico de 
LmPDE en un vector de expresión de levadura y transfectarse en la cepa deficiente en PDE en S. Cerevisiae. La 35 
restauración de crecimiento insensible al calor es de este modo un indicador de actividad de LmPDE. La observación de 
si el crecimiento insensible al calor se restaura o 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 invención proporciona PDE específicas de AMPc de Leishmania, 40 
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 diferenciación celular en este parásito y que las 
PDE son responsables de la hidrólisis de este mensajero. Por lo tanto, como se ha analizado anteriormente, las LmPDE 
son dianas para ensayos de exploración de fármacos y son útiles para conseguir un diseño de fármaco selectivo. 

[0162] Adicionalmente, la invención proporciona métodos para controlar el curso de la enfermedad o trastornos 45 
asociados con la presencia de LmPDE en un sujeto de ensayo mediante la medición 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 temporización, dosificación y tipo de tratamiento. En una realización, el método 
comprende determinar cuantitativamente en una primera muestra del sujeto la presencia de un polipéptido de LmPDE y 50 
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 medición 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. 55 

[0163] La presente invención proporciona adicionalmente métodos para usar polipéptidos de LmPDE aislados y 

sustancialmente purificados como antígenos para la producción de nuevos anticuerpos anti-LmPDE y para usar 
polipéptidos de LmPDE para obtener y detectar nuevos ligandos de LmPDE. Los anticuerpos anti-LmPDE son útiles en 
ensayos y kits de diagnóstico para la detección de secuencias de proteína LmPDE de origen natural presentes en 
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muestras biológicas. 

Usos de Moléculas de Ácido Nucleico que Codifican LmPDE 

[0164] Las moléculas de ácido nucleico que codifican polipéptidos de LmPDE de la invención son útiles para una 

diversidad de fines, incluyendo su uso en diagnóstico y/o métodos de pronóstico. Las moléculas de ácido nucleico y 
polipéptidos de la invención pueden usarse para ensayar con respecto a la presencia y/o cantidad de secuencias de 5 
nucleótidos de LmPDE y polipéptidos de LmPDE en una muestra biológica adecuada. 

[0165] Las moléculas de ácido nucleico de la presente invención pueden usarse en diversos métodos de hibridación 

para identificar y/o aislar secuencias de nucleótidos relacionadas con secuencias de nucleótidos de LmPDE, tales como 
diferentes formas polimórifcas y secuencias genómicas. Las secuencias relacionadas con una secuencia de nucleótidos 
de LmPDE son útiles para el desarrollo de ligandos y anticuerpos adicionales. Los métodos de hibridación se usan para 10 
identificar/aislar secuencias de ADN y ARN que son al menos el 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 
97%, 98% o el 99% idénticas a las secuencias de nucleótidos de LmPDE, tales como nuevos homólogos, variantes 
alélicas y formas mutantes de LmPDE. 

[0166] Las secuencias de nucleótidos que codifican polipéptidos de LmPDE descritos en la presente memoria pueden 

usarse como sondas de ácido nucleico para recuperar moléculas de ácido nucleico que tienen secuencias relacionadas 15 
con LmPDE. 

[0167] En una realización, una sonda de ácido nucleico de LmPDE se usa para explorar bibliotecas genómicas, tales 

como bibliotecas construidas en fago lambda o BAC (cromosomas artificiales de bacteria) o YAC (cromosomas 
artificiales de levadura), para aislar un clon genómico de un gen de LmPDE. Las secuencias de nucleótidos de LmPDE 
de bibliotecas genómicas son útiles para aislar secuencias no codificantes cadena arriba o cadena abajo, tales como 20 
secuencias promotoras, potenciadoras y de determinación de la transcripción. Las secuencias cadena arriba de un gen 
de LmPDE pueden unirse a secuencias no LmPDE para construir una molécula de ADN recombinante que expresa la 
secuencia no LmPDE tras su introducción en una célula hospedadora apropiada. En otra realización, se usa una sonda 
de LmPDE para explorar bibliotecas de ADNc para aislar clones de ADNc expresados en ciertos tipos de tejidos o 
células. 25 

[0168] Adicionalmente, pueden prepararse pares de cebadores oligonucleotídicos para su uso en una reacción en 

cadena de la polimerasa (PCR) para amplificar o clonar de forma selectiva moléculas de ácido nucleico que codifican 
proteínas LmPDE o fragmentos de las mismas. Los métodos de PCR (Patente de Estados Unidos Nº 4.965.188) que 
incluyen numerosos ciclos de etapas de desnaturalizar/hibridar/polimerizar se conocen bien en la técnica y pueden 
adoptarse fácilmente para su uso en el aislamiento de moléculas de ácido nucleico que codifican LmPDE. 30 

[0169] Además, las moléculas de ácido nucleico de la invención también pueden emplearse en realizaciones de 

diagnóstico, usando sondas de ácido nucleico de LmPDE para determinar la presencia y/o la cantidad de secuencias de 
LmPDE presente en una muestra biológica. Una realización abarca determinar la cantidad de secuencias de nucleótidos 
de LmPDE presentes dentro de la muestra biológica adecuada tal como en tipos celulares, tejidos o fluidos corporales 
específicos, usando una sonda de LmPDE en un procedimiento de hibridación. La cantidad de moléculas de ácido 35 
nucleico de LmPDE en la muestra de ensayo puede compararse con la cantidad de moléculas de ácido nucleico de 
LmPDE en una muestra de referencia de un sujeto normal. La presencia de una cantidad apreciablemente diferente de 
moléculas de ácido 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 anómalos (altos o bajos) de moléculas de ácido 
nucleico de LmPDE en comparación con niveles normales. 40 

[0170] En otra realización, el control de la cantidad de transcritos de ARN de LmPDE a lo largo del tiempo se efectúa 

por la determinación 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 expresión de un transcrito de LmPDE. 

[0171] Para realizar tales métodos de diagnóstico, se pone en contacto una muestra biológica adecuada de un sujeto de 45 
ensayo con una sonda de LmPDE marcada, en condiciones eficaces para permitir la hibridación entre las moléculas de 
ácido nucleico de la muestra y la sonda. De manera similar, una muestra biológica 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 
ácido 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 50 
varios marcadores detectables conocidos, incluyendo marcadores radiactivos, enzimáticos, fluorescentes o 
quimioluminiscentes. 

[0172] Muchas variaciones adecuadas de tecnología de hibridación están disponibles para su uso en la detección de 

ácidos nucleicos que codifican polipéptidos de LmPDE. Estas incluyen, por ejemplo, procedimientos de Southern y 
Northern. Se conocen otras técnicas y sistemas de hibridación que pueden usarse con relación a los aspectos de 55 
detección de la invención, incluyendo ensayos de diagnóstico tales como los descritos en Falkow et al. (Patente de 
Estados Unidos nº 4.358.535). Otro procedimiento de hibridación incluye hibridación in situ, en la que los ácidos 
nucleicos diana se localizan dentro de una o más 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 hibridación por fijación, por ejemplo hibridación química, y se 
sitúan en condiciones que permiten la hibridación de una sonda de LmPDE con ácidos nucleicos localizados dentro de 
la célula fijada. 

[0173] Las moléculas de ácido nucleico de la presente invención proporcionan adicionalmente moléculas antisentido 

que reconocen e hibridan con un ácido nucleico de LmPDE. Los polinucleótidos antisentido son particularmente útiles en 5 
la regulación de la expresión de una proteína LmPDE en las células que expresan un ARNm de LmPDE. Una 
realización útil para este enfoque es una molécula antisentido que corresponde a la secuencia N-terminal del gen. La 
presente invención incluye dichos polinucleótidos antisentido de longitud completa y fragmentos. 

[0174] Los polinucleótidos de la presente invención proporcionan adicionalmente reactivos para desarrollar modelos 

animales usando estrategias de “knock-out” a través de recombinación homóloga. Los métodos para generar animales 10 
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 descripción general anterior como los ejemplos a continuación son ejemplares y 

explicativos solamente y no son restrictivos de la invención, según se reivindica. Además, debe entenderse que la 
invención no está limitada a las realizaciones particulares descritas. Además, no se pretende que la terminología usada 15 
para describir realizaciones particulares sea limitante, puesto que el ámbito de la presente invención se limitará 
solamente por sus reivindicaciones. 

[0176] Los siguientes ejemplos se presentan para ilustrar la presente invención y para ayudar a un experto habitual en 

la preparación y uso de la misma. La metodología y resultados pueden variar dependiendo del objetivo pretendido de 
tratamiento y los procedimientos empleados. No se pretende que los ejemplos limiten en ningún caso de otra manera el 20 
ámbito de la invención. 

EJEMPLOS 

Ejemplo 1 

[0177] El siguiente ejemplo proporciona los métodos usados para identificar tres fosfodiesterasas específicas de 
nucleótido cíclico de Leishmania major.  25 

[0178] Se han caracterizado e identificado previamente dos familias de PDE específicas de AMPc del parásito 
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 genómica de Leishmania (http://www.genedb.org/genedb/leish). Se realizó una búsqueda de BLAST 30 
usando la secuencia de nucleótidos correspondiente a la enzima tripanosómica TbPDE1, que identificó una secuencia 
de nucleótidos en Leishmania major que comparte una identidad de secuencia de aminoácidos del 45,1% (determinada 
usando la utilidad BESTFIT del conjunto de programas GCG con parámetros por defecto). Esta secuencia nueva se 
etiquetó LmPDE-A. El gen para LmPDE-A está localizado dentro de un grupo de secuencias que consiste en los 
cromosomas 18, 20 y 22. También se realizó una búsqueda de BLAST usando la secuencia de nucleótidos que 35 
corresponde a la enzima de tripanosómica TbPDE2C, que identificó dos secuencias estrechamente relacionadas que se 
etiquetaron posteriormente LmPDE-B1 y LmPDE-B2. El LmPDE-B1 compare una identidad de secuencia de 
aminoácidos del 70,2% con la secuencia de búsqueda TbPDE2C, mientras que el LmPDE-B2 comparte una identidad 
de secuencia global del 69,8% con TbPDE2C. La identidad de secuencia de aminoácidos 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 40 
identificados están 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] Basándose en las secuencias identificadas en la base de datos del genoma de Leishmania (como se ha 45 
analizado en el Ejemplo 1), se diseñaron cebadores de PCR para amplificar los tres genes de longitud completa del 
ADN genómico de Leishmania major. También se diseñaron cebadores de PCR para amplificar solamente la porción de 
la fase abierta de lectura de los tres genes de longitud completa. Se diseñaron los cebadores para contener un sitio SaII 
para una clonación en fase en el vector pLT1 (proporcionándose el codón de iniciación ATG por el vector) y para 
codificar un marcador de hemaglutinina C-terminal. Para LmPDE-A se diseñaron los cebadores directo e inverso como 50 
sigue: directo – 5’ –gtggtcgactcgactttcttgagcag-3' (nucleótidos 4-21 de la fase abierta de lectura, que corresponden a los 
nucleótidos 533-550 de la Figura 2); inverso – 5’-ctgggaatcctaagcataatctggaacatcatatggatacgagtcgtcgtggttgg-3' 
(nucleótidos 1896-1877 de la fase abierta de lectura, que corresponden a los nucleótidos 2425-2406 en la Figura 2 - y 
marcador HA). Para LmPDE-B1, los cebadores directo e inverso se diseñaron como sigue: directo - 5'-
gatgtcgactggcatatttcacggcca-3' (nucleótidos 2-19 de la fase abierta de lectura, que corresponden a los nucleótidos 1268-55 
1286 en la Figura 4); inverso - 5' -ctgggaatcctaagcataatctggaacatcatatggataaacaatcgagggtcggatg-3' (nucleótidos 2792-
2772 de la fase abierta de lectura, que corresponden a los nucleótidos 4058-4038 en la Figura 4, y marcador HA). Para 
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LmPDE-B2 los cebadores directo e inverso se diseñaron como sigue: directo - 5'-gatgtcgacattcagcggtcttttcc-3' 
(nucleótidos 3-21 de la fase abierta de lectura, que corresponde a los nucleótidos 2184-2202 en la Figura 6); inverso - 
5'-ctgggaatcctaagcataatctggaacatcatatggataaacaatcgaggatcggatg-3' (nucleótidos 2822-2803 de la fase abierta de 
lectura, que corresponde a los nucleótidos 5003-4984 en la Figura 6, y marcador HA). Los genes de Leishmania major, 
como con otros kinetoplastea, no contienen intrones. En consecuencia, la amplificación de las fases abiertas de lectura 5 
directamente del ADN genómico 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 reacción preparado para secuenciación en ciclo ABI PRISM Big Dye Terminator 
v3.0 (Applied Biosystems). Se secuenciaron ambas hebras de cada clon al menos dos veces para verificar. 10 

[0181] La secuencia de nucleótidos de LmPDE-A de longitud completa, con una longitud de 10.966 nucleótidos, se 

muestra en la Figura 2 en la que la fase abierta de lectura comienza con adenina en la posición 530 y termina con 
guanina en la posición 2425. La secuencia de aminoácidos correspondiente se expone en la Figura 1. La secuencia de 
nucleótidos de longitud completa de LmPDE-B1, que es de 7095 nucleótidos de longitud se muestra en la Figura 4, en la 
que la fase abierta de lectura comienza con adenina en la posición 1267 y termina con adenina en la posición 4059 y la 15 
secuencia de aminoácidos correspondiente se expone en la Figura 3. La secuencia de nucleótidos de longitud completa 
de LmPDE-B2 que es de 6.945 nucleótidos de longitud, se muestra en la Figura 6, en la que la fase abierta de lectura 
comienza con adenina en la posición 2182 y termina con adenina en la posición 5004. La secuencia de aminoácidos 
que corresponde a esta secuencia se expone en la Figura 5. 

[0182] La secuencia de la LmPDE-A clonada coincidía al 100% con la secuencia presente en la base de datos de 20 
Leishmania. La secuencia de aminoácidos predicha de LmPDE-A (Figura 1) comparte una identidad de secuencia global 
del 45,1% con la secuencia de aminoácidos de la TbPDE1 tripanosómica. La secuencia de aminoácidos predicha de 
LmPDE-B1 (Figura 3) comparte una identidad de secuencia global del 70,2% con la secuencia de aminoácidos de 
TbPDE2C tripanosómica, mientras que la secuencia de aminoácidos predicha de LmPDE-B2 (Figura 5) comparte una 
identidad de secuencia global del 69,8% con TbPDE2C. Usando el servicio de búsqueda de dominio conservado 25 
proporcionado por NCBI (véase http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/ccd/cdd.shtml) se identificaron varios dominios 
conservados en las secuencias de aminoácidos de LmPDE. Como se indica en la Figura 7, LmPDE-A contiene un 
dominio catalítico altamente conservado (PDEasa) que comienza con tirosina en la posición de aminoácido 384 y 
termina con prolina en la posición de aminoácido 609. LmPDE-B1 y LmPDE-B2 también contienen cada una un dominio 
de PDEasa altamente conservado, que comienza con fenilalanina en la posición de aminoácido 647 y termina con 30 
fenilalanina en la posición de aminoácido 880 (LmPDE-B1) y que comienza con fenilalanina en la posición de 
aminoácido 657 y termina con fenilalanina en la posición de aminoácido 890 (LmPDE-B2). Además del dominio 
PDEasa, LmPDE-B1 y LmPDE-B2 tienen ambos dos dominios GAF como se muestra en las Figuras 7B y 7C. 

Ejemplo 3 

[0183] El siguiente ejemplo describe los métodos usados para evaluar la organización genómica de LmPDE-B1 y 35 
LmPDE-B2. 

[0184] Cuando las secuencias de nucleótidos 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, resultó evidente que las secuencias de la 
base de datos se habían ensamblado de forma incorrecta. Las regiones 3’ no traducidas de los dos genes se habían 
intercambiado de forma involuntaria. La organización correcta de estos dos genes se estableció después mediante 40 
análisis de transferencia de Southern de una serie de digestiones de restricción de ADN genómico de L. major (como se 
muestra en las Figuras 8 y 9). El carril 8 de cada hibridación (doble digestión NotI/ScaI) se usará como ejemplo del 
razonamiento analítico. Si el ensamblaje de secuencia en la base de datos fuera correcto, una doble digestión de 
NotI/ScaI debería producir un fragmento de al menos 8 kb cuando se hibrida con una sonda específica de LmPDE-B2 
(puesto que no está presente un sitio de restricción de ScaI en la región 3’ inmediata del gen de LmPDE-B2). A 45 
diferencia de esta predicción, los datos muestran que se genera un fragmento de 4 kb, lo que demuestra la presencia de 
un sitio de restricción de ScaI 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 conclusión. Además de establecer la organización 
genómica de los genes de LmPDE-B1 y LmPDE-B2, estos experimentos demostraron que cada uno es un gen de copia 
única. Las sondas de hibridación usadas en el análisis de transferencia de Southern fueron las siguientes: específicas 50 
de LmPDE-A: nucleótidos 462-910 de la fase abierta de lectura (que corresponde a los nucleótidos 991-1439 de la 
Figura 2); específica de LmPDE-B1: nucleótidos 96-489 de la fase abierta de lectura (que corresponde a los nucleótidos 
1362-1755 en la Figura 4); específica de LmPDE-B2: 106-417 de la fase abierta de lectura (que corresponde a 2287-
3936 en la Figura 6). Este análisis también confirmó que LmPDE-B1 y LmPDE-B2 se disponen en tándem y están 
separados por aproximadamente 5 kb en el cromosoma 15 como se muestra en la Figura 11. 55 

Ejemplo 4 

[0185] El 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 endógena se suprimió. 

[0186] Las fases abiertas de lectura verificadas de LmPDE-A y LmPDE-B1 se clonaron en un vector de expresión 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 endógenos se habían suprimido previamente (cepa PP5: MATa leu2-3 Ieu2-112 ura3-52 his3-532 his4 
cam pde1::URA3 pde2::HIS3; Colicelli et al. (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 90,11970-11974). El vector de 

expresión pLT1 es un vector de levadura basado en 2  que porta un gen selector LEU2. El sitio de clonación está 
flanqueado por un promotor TEF2 seguido de una caja Kozak optimizada y por un terminador Cyc1. S. cerevisiae 5 
deficiente en PDE acumula AMPc intracelular, lo que da como resultado un fenotipo sensible al calor. En particular, no 
se observó 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 estrías en placas de SC-met-ura y se 
dejaron crecer durante 2 días a 30°C. Se replicaron los parches en una placa precalentada a 55°C. La placa se incubó 10 
durante 15 minutos adicionales a 55°C, se dejó enfriar a temperatura ambiente y se incubó después durante 1-2 días 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.). 15 

[0187] Las fases abiertas de lectura de LmPDE-A, LmPDE-B1 y LmPDE-B2 se clonaron de forma independiente en un 

vector de expresión de levadura (pLT1, S. Kunz, no publicado) y se transfectaron en una cepa de Saccharomyces 
cerevisiae en la que los genes de PDE endógenos se habían suprimido previamente (cepa PP5: MATa leu2-3 Ieu2-112 
ura3-52 his3-532 his4 cam pde1::URA3 pde2::HIS3; Colicelli et al. (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 90, 11970-
11974). Estas cepas se depositaron en la Colección Americana de Cultivos Tipo (ATCC) el 25 agosto 2004 y se les han 20 
asignado los números PTA-6167,             y           , respectivamente. 

Ejemplo 5 

[0188] El siguiente ejemplo proporciona los métodos usados para caracterizar las actividades catalíticas 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. 25 

Ejemplo 5.1: Preparación 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 logarítmico medio a logarítmico 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 expresión 30 
de proteína. Las células se recolectaron después, se lavaron dos veces en H2O, se sedimentaron por centrifugación y 
se almacenaron durante una noche a -70°C. El sedimento celular se descongeló en hielo y se resuspendió en tampón 
de extracción helado (Hepes 50 mM pH 7,5, NaCI 100 mM, cóctel 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 35 
añadió glicerol al sobrenadante resultante hasta una concentración final del 15% (v/v). Se congelaron rápidamente las 
alícuotas en nitrógeno líquido y se almacenaron a -70 °C. 

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

[0190] Se determinó la actividad de PDE en HEPES 50 mM, pH 7,5, EDTA 0,5 mM, MgCI2 10 mM y BSA 50 mg/ml en 

un volumen de ensayo final de 100 l. Cada ensayo contenía 50.000 cpm de AMPc marcado con 
3
H, con AMPc no 40 

marcado añadido para ajustar la concentración de sustrato total deseada. Las reacciones se realizaron a 30°C y fueron 
lineales durante al menos 60 minutos. El tiempo de reacción convencional se ajustó a 15 minutos y la cantidad de 
enzima se seleccionó siempre de modo que no se hidrolizara más del 15% de sustrato. Se realizaron estudios de 

inhibidor a una concentración de AMPc de 1 M. Se disolvieron los inhibidores en DMSO, pero la concentración final de 
DMSO en los ensayos nunca excedió el 1%. Siempre se incluyeron reacciones control con DMSO sólo. Las reacciones 45 
se detuvieron mediante la adición de 25 l de HCI 0,5 N. Para la desfosforilación posterior del AMP, las reacciones 

detenidas se neutralizaron con 20 l de base Tris 1 M, seguido de la adición de 10 l de fosfatasa alcalina (Roche 

Diagnostics; 1 unidad/10 l). Las reacciones de desfosforilación 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 

3
H-adenosina formada 

como un producto de reacción se eluyó con 1,6 ml de formiato de amonio 30 mM, pH 6,0 y se recogió en 3,5 ml de fluido 50 
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 observación es coherente con el hallazgo de que LmPDE-A es menos eficaz que 55 
LmPDE-B1 y LmPDE-B2 en la complementación de la deficiencia en PDE de la cepa hospedadora PP5. Además, estos 
hallazgos son muy similares a las observaciones realizadas con el homólogo tripanosómico TbPDE1. Por ejemplo, 
TbPDE1 complementó la deficiencia en PDE de células PP5 pero su efecto fue menor que el de otras PDE 
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tripanosómicas o humanas y no se pudo detectar actividad enzimática 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 KM muy 
similares para AMPc que estaban dentro del intervalo de otros PDE de clase I (Zoraghi et al. (2001) J. Biol. Chem. 276, 5 
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). Además, la presencia de un exceso de 100 veces de GMPc no afectó a la tasa de hidrólisis de 
AMPc por LmPDE-B1 (compárese figura 13B con figura 13A). Un exceso de 50 veces del producto de reacción 5’-AMP 
tampoco tuvo efecto en KM (ni Kcat) (figura 13C). Se obtuvieron resultados similares con LmPDE-B2 (datos no 10 
mostrados). Por lo tanto, LmPDE-B1 y LmPDE-B2 son PDE específicas de AMPc. 

[0193] Estos datos concuerdan bien con el hallazgo de que no puede detectarse actividad de hidrólisis de GMPc en 
estratos celulares completos de Leishmania major (datos no mostrados). Debido a que la hidrólisis catalizada por PDE 
es el único mecanismo por el que una célula puede disponer de sus nucleótidos cíclicos (excepto por posibles 
mecanismos de exportación; Guo et al. (2003) J. Biol. Chem. 278, 29509-29514), la ausencia de una actividad de PDE 15 
que hidroliza GMPc de células de Leishmania sugiere que una señalización 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 M) en la actividad 

de LmPDE-B1 y LmPDE-B2 en presencia de AMPc 1 M. Ambas enzimas fueron insensibles al inhibidor de PDE de 20 
amplio espectro IBMX pero fueron parcialmente sensibles a trequinsina, dipiridamol y etazolato. Trequinsina y 

dipiridamol inhibieron la actividad de LmPDE-B1 con valores de CI50 de 96,6 y 22,6 M respectivamente. 

[0195] El perfil inhibidor observado, incluyendo el hecho de que dipiridamol y trequinsina eran los compuestos más 

potentes, se corresponde estrechamente con el indicado previamente para PDE tripanosómica (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) 25 
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 99, 4714-4719). El hecho de que varios inhibidores potentes y específicos de diferentes PDE 
humanas no tuvieran efecto en las PDE de Leishmania sugiere sólidamente que el desarrollo de inhibidores de PDE 
específicos de Leishmania es factible. 

Ejemplo 6 

[0196] El siguiente ejemplo describe los métodos usados para determinar el efecto de los inhibidores de PDE 30 
dipiridamol, etazolato y trequinsina en la proliferación 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 

contenía suero bovino fetal inactivado por calor al 5% (R. Brun y M. Schonenberger (1979) Acta Trop. 36, 289-292). La 
proliferación celular se ensayó en cultivos de 5 ml que contenían diversas concentraciones de dipiridamol, etazolato o 
trequinsina disueltos en DMSO (concentración final de 1% v/v) o DMSO al 1% v/v como control. En diversos momentos, 35 
se retiraron alícuotas de 150 l y se midió la absorbancia a 600 nm en un lector de placa de microtitulación. La 
correlación entre DO600 y el número de células era estrictamente lineal durante al menos el intervalo de 3 x 10

5
 a 4 x 10

7
 

células/ml. 

[0198] Como se muestra en la figura 15, los tres inhibidores de PDE inhibieron fuertemente la proliferación de 

promastigotes con valores de CI50 de aproximadamente 50 M. El alcance de la inhibición fue independiente de la 40 
densidad celular y el efecto de los inhibidores no se redujo por incubación 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). Además, los datos sugieren sólidamente que LmPDE-B1 y 
LmPDE-B2 están implicados en el crecimiento de L. major y apoyan adicionalmente el desarrollo de inhibidores de PDE 
específicos de Leishmania para la terapia de leishmaniasis.  45 

[0200] Con respecto a los intervalos de valores, la invención abarca cada valor intermedio entre los límites superior e 

inferior del intervalo hasta al menos un décimo de la unidad del límite inferior, a no ser que el contexto claramente 
indique otra cosa. Además, la invención abarca cualquier otro valor intermedio indicado. Además, la invención también 
abarca intervalos que excluyen los límites superior o inferior o ambos del intervalo, a no ser que se incluya 
específicamente en el intervalo indicado. 50 

[0201] A no ser que se defina de otro modo, los significados de todos los términos técnicos y científicos usados en la 

presente memoria son los comúnmente entendidos por un experto en la materia a la que pertenece la presente 
invención. Un experto habitual en la materia también apreciará que puede usarse cualquier método y material similar o 
equivalente a los descritos en la presente memoria para practicar o ensayar la invención. 

[0202] Debe observarse que, como se usan en la presente memoria y en las reivindicaciones adjuntas, las formas 55 
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singulares "un", "o" 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 más agentes y equivalentes de los mismos conocidos para los expertos en la 
materia, y así sucesivamente. 

[0203] Aunque la invención anterior se ha descrito en algún detalle por medio de ilustraciones y ejemplos con el fin de 5 
que exista una claridad de entendimiento, resultará evidente para los expertos en la materia que pueden practicarse 
ciertos cambios y modificaciones. Por lo tanto, la descripción y ejemplos de la descripción no deberían considerarse 
limitantes del ámbito de la invención, que se define por el ámbito de las reivindicaciones adjuntas. 
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<151> 05-09-2003 15 
 
<150> 60/504.070 
<151> 19-09-2003 
 
<150> 60/582.584 20 
<151> 25-06-2004 
 
<160> 6 
 
<170> PatentIn Ver. 3.3 25 
 
<210> 1 
<211> 631 
<212> PRT 
<213> Leishmania major 30 
 
<400> 1 
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<210> 2 
<211> 10966 
<212> ADN 5 
<213> Leishmania major 
 
<220> 
<221> modified_base 
<222> (414) 10 
<223> a, t, c, g, otro o desconocido 
 
<220> 
<221> modified_base 
<222> (423) 15 
<223> a, t, c, g, otro o desconocido 
 
<400> 2 
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<210> 3 
<211> 930 
<212> PRT 
<213> Leishmania major 
 5 
<400> 3 
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<210> 4 
<211> 7095 
<212> ADN 5 
<213> Leishmania major 
 
<400> 4 
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<210> 5 
<211> 940 
<212> PRT 
<213> Leishmania major 5 
 
<400> 5 
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<210> 6 
<211> 6945 
<212> ADN 
<213> Leishmania major 5 
 
<400> 6 
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REIVINDICACIONES 

1. Proteína sustancialmente purificada que comprende un dominio catalítico de fosfodiesterasa (PDE) de PDE-B1 de 
Leishmania que comprende los aminoácidos 647-880 como se expone en SEC ID Nº: 3 o variantes y mutantes del 
dominio catalítico que son al menos un 80% idénticos a los aminoácidos 647-880 de SEC ID Nº: 3 y que hidrolizan 
AMPc. 5 

2. Proteína sustancialmente purificada que comprende un dominio catalítico de PDE de PDE-B2 de Leishmania que 
comprende los aminoácidos 657-890 como se expone en SEC ID Nº: 5 o variantes y mutantes del dominio catalítico que 
son al menos un 80% idénticos a los aminoácidos 657-890 de SEC ID Nº: 5 y que hidrolizan AMPc. 

3. Proteína sustancialmente purificada de la reivindicación 1 que comprende la secuencia de aminoácidos expuesta en 
SEC ID Nº: 3 o variantes y mutantes de la misma que son al menos un 80% idénticos a SEC ID Nº: 3 y que hidrolizan 10 
AMPc. 

4. Proteína sustancialmente purificada de la reivindicación 2 que comprende la secuencia de aminoácidos expuesta en 
SEC ID Nº: 5 o variantes y mutantes de la misma que son al menos un 80% idénticos a SEC ID Nº: 5 y que hidrolizan 
AMPc. 

5. Molécula de ácido nucleico sustancialmente purificada que comprende una secuencia de ácido nucleico que codifica 15 
una proteína de la reivindicación 1 ó 2. 

6. Molécula de ácido nucleico de acuerdo con la reivindicación 5 que comprende una secuencia de ácido nucleico que 
codifica una proteína de la reivindicación 3. 

7. Molécula de ácido nucleico de acuerdo con la reivindicación 6, en donde la molécula de ácido nucleico comprende la 
secuencia de nucleótidos expuesta en SEC ID Nº: 4 que comienza con adenina en la posición 1267 y termina con 20 
adenina en la posición 4059. 

8. Molécula de ácido nucleico de acuerdo con la reivindicación 5 que comprende una secuencia de ácido nucleico que 
codifica una proteína de la reivindicación 4. 

9. Molécula de ácido nucleico de acuerdo con la reivindicación 8, en donde la molécula de ácido nucleico comprende la 
secuencia de nucleótidos expuesta en SEC ID Nº: 6 que comienza con adenina en la posición 2182 y termina con 25 
adenina en la posición 5004. 

10. Molécula de ácido nucleico de la reivindicación 6 u 8, siendo la molécula de ácido nucleico una molécula de ADN. 

11. Proteína de la reivindicación 3 o reivindicación 4, o el ácido nucleico de la reivindicación 6 u 8, en donde la proteína 

tiene un valor de KM de 1 a 2 M para AMPc. 

12. Proteína de la reivindicación 3 o reivindicación 4, o el ácido nucleico de la reivindicación 6 u 8, en donde la proteína 30 
no hidroliza GMPc. 

13. Proteína de la reivindicación 3 ó 4, o el ácido nucleico de la reivindicación 6 u 8, en donde la proteína hidroliza 
sustancialmente AMPc en presencia de hasta aproximadamente 100 µM 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. 35 

14. Vector que comprende la molécula de ácido nucleico de la reivindicación 6 u 8. 

15. Vector de la reivindicación 14 en donde la molécula de ácido nucleico está unida operativamente al menos a una 
secuencia de control de la expresión. 

16. Sistema de vector hospedador que comprende el vector de la reivindicación 14 en una célula hospedadora 
adecuada. 40 

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

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

19. Sistema de vector hospedador de la reivindicación 18 en donde la célula eucariota es Saccharomyces cerevisiae. 45 

20. Anticuerpo o fragmento de anticuerpo que comprende un sitio de unión a antígeno que reconoce y se une 
selectivamente a una proteína de la reivindicación 1, 2, 3 ó 4. 

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

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

24. Método para identificar un compuesto que modula la expresión de una proteína de acuerdo con la reivindicación 3 ó 5 
4, comprendiendo el método: 

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

(b) incubar una célula de control en las mismas condiciones y durante el mismo tiempo sin el compuesto; 

(c) medir la expresión de dicha proteína en la célula en presencia del compuesto;  10 

(d) medir la expresión de dicha proteína en la célula control; y 

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

25. Método de la reivindicación 24 en donde el compuesto reduce la expresión de dicha proteína. 

26. Método para identificar un compuesto que modula la actividad PDE de Leishmania de la proteína de acuerdo con la 15 
reivindicación 3 ó 4, comprendiendo el método: 

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

(b) incubar una muestra de control en las mismas condiciones y durante el mismo tiempo sin el compuesto; 20 

(c) medir dicha actividad PDE de dicha proteína en la muestra en presencia del compuesto; 

(d) medir dicha actividad PDE de dicha proteína en la muestra de control; y 

(e) comparar la cantidad de dicha actividad PDE de dicha proteína 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 proteína. 

27. Método de la reivindicación 24 ó 26, en el cual el compuesto reduce la actividad PDE. 25 

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

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

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

31. Método de la reivindicación 29 ó 30, en donde el parásito Leishmania es Leishmania major. 
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REFERENCIAS CITADAS EN LA DESCRIPCIÓN 

Esta lista de referencias citadas por el solicitante únicamente es para comodidad del lector. Dicha lista no forma parte 
del documento de patente europea. Aunque se ha tenido gran cuidado en la recopilación de las referencias, no se 
pueden excluir errores u omisiones y la EPO rechaza toda responsabilidad a este respecto. 

Documentos de patente citados en la descripción 5 
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Bibliografía no relativa a patentes citada en la descripción 
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