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DESCRIPCIÓN 

Mutantes con inactivación condicional de un receptor de tipo sortilina en parásitos apicomplejos y usos de los 
mismos 

La solicitud se refiere a mutantes con inactivación condicional de parásitos apicomplejos y usos de los mismos. 

Los apicomplejos son parásitos protozoarios definidos por la presencia de un complejo de orgánulos especializados 5 
en su extremo apical. El phylum Apicomplexa contiene muchos patógenos importantes de seres humanos y 
animales, incluyendo los agentes causantes del paludismo (Plasmodium spp.) y la coccidiosis del pollo (Eimeria 
spp.), así como algunas de las infecciones oportunistas asociadas con pacientes de SIDA tales como 
Cryptosporidium parvum y Toxoplasma gondii. 

T. gondii está excepcionalmente adaptado para infectar una amplia gama de huéspedes, incluyendo prácticamente 10 
todos los animales de sangre caliente y hasta el 50 % de la población humana mundial. La principal vía de 
transmisión en seres humanos es a través de la ingesta de carne contaminada poco cocinada, particularmente 
cordero, y el contacto con heces de gatos domésticos infectados. El parásito causa una enfermedad oportunista 
grave (toxoplasmosis) en bebés congénitamente infectados, que puede causan síndromes graves incluyendo 
malformaciones congénitas tales como ceguera, retraso mental e hidrocefalia en niños expuestos en el útero. Se ha 15 
prestado más atención a T. gondii, dado que la toxoplasmosis es una infección oportunista común en personas 
inmunodeprimidas con SIDA y en pacientes trasplantados. Aunque el parásito tiene un ciclo sexual que se produce 
en gatos, en huéspedes mamíferos no felinos, T. gondii se encuentra en dos formas asexuales haploides, los 
taquizoítos que se replican rápidamente y los bradizoítos enquistados quiescentes que se dividen lentamente. La 
infección durante la fase aguda se establece rápidamente en el huésped por los taquizoítos de replicación rápida, 20 
que pueden invadir una amplia gama de tipos de células. A diferencia de otros patógenos protozoarios que 
secuestran la maquinaria de captación de células huésped preexistente, T. gondii consigue entrar activamente en las 
células huésped. La penetración es de suma importancia para la supervivencia y relevante para su patogenia 
durante la infección aguda. En respuesta a la defensa inmunitaria, los taquizoítos se diferencian en bradizoítos 
enquistados que permanecen en el cerebro y otros órganos a lo largo de la vida de los huéspedes infectados 25 
crónicamente. La reactivación de bradizoítos enquistados a taquizoítos de replicación activa y citolíticos es la causa 
de encefalitis toxoplásmica mortal en pacientes con SIDA. Al igual que todos los parásitos apicomplejos, T. gondii 
carece de cilios o flagelos durante la mayor parte de sus ciclos de vida y entra en las células huésped usando una 
forma inusual de motilidad por deslizamiento. El proceso de invasión de células huésped también requiere el 
contacto con la membrana plasmática de la célula huésped, seguido por la reorientación y generación de una fuerza 30 
motriz asegurada por el motor de actomiosina, que activa el deslizamiento y la penetración en una nueva estructura 
inducida por parásitos, llamada vacuola parasitófora. La invasión exitosa de las células huésped requiere una 
liberación altamente regulada de proteínas de varios orgánulos de parásitos, concretamente, micronemas, roptrias y 
gránulos densos, produciéndose la descarga del micronema en primer lugar. Su contenido está implicado en la 
unión a la membrana de la célula huésped y la formación de una conexión con el sistema de actomiosina del 35 
parásito, proporcionando de este modo la fuerza motriz que impulsa la motilidad y la invasión. 

Recientemente, los inventores han proporcionado nuevos indicios de que T. gondii contiene numerosas proteínas N-
glucosiladas que inesperadamente son componentes del glideosoma, unión en movimiento y otras glucoproteínas 
implicadas en las interacciones célula huésped-parásito y contribuyen a la supervivencia y patogenia de los 
parásitos durante la infección de la célula huésped de mamífero. Una de dichas proteínas es una presunta sortilina 40 
(Fauquenoy S, Morelle W, Hovasse A, Bednarczyk A, Slomianny C, Schaeffer C, Van Dorsselaer A, Tomavo S. 
Proteomics and glycomics analyses of N-glycosylated structures involved in Toxoplasma gondii-host cell interactions. 
Mol. Cell Proteomics. Mayo de 2008; 7(5): 891-910). Dicho receptor de tipo sortilina, que se localiza principalmente 
en el aparato de Golgi del parásito, pertenece a una familia en crecimiento de receptores de membrana de tipo 1 
multiligando que están implicados en la clasificación y el tráfico de proteínas. El receptor designado TgSORTLR 45 
("receptor de tipo sortilina de Toxoplasma gondii") implicado en la clasificación de proteínas a orgánulos apicales 
(roptrias y micronemas) que se encuentran exclusivamente en los parásitos apicomplejos, también está presente en 
todos los apicomplejos cuyos genomas han sido secuenciados. 

La sortilina a veces también denominada receptor 3 de Neurotensina (NTR3), Glucoproteína 95 (Gp95) o receptor 
NT de 100 kDa de Swiss Prot ID No. Q99523 es el miembro arquetípico de una familia de receptores neuronales de 50 
mamífero definidos por el único dominio Op de Vps1 (Vps1 Op-D) que, entre otros ligandos, se une a factores 
neurotróficos y neuropéptidos. Este dominio constituye la parte luminal completa de sortilina (sSortilina) y se activa 
para la unión al ligando mediante escisión del propéptido enzimático. La sortilina es un receptor multifuncional de 
tipo 1 capaz de endocitosis, así como de clasificación intracelular y, tal como se ha mostrado recientemente, también 
participa en la señalización desencadenando la inducción por proneurotropina de la apoptosis neuronal mediada por 55 
p75NTR. La sortilina se sintetiza como una proproteína, que se convierte en sortilina madura por escisión enzimática 
y eliminación de un propéptido N-terminal corto. Solamente el receptor maduro se une a los ligandos y, 
curiosamente, todos sus ligandos conocidos, por ejemplo, neurotensina (NT), lipoproteína lipasa, las proformas del 
factor de crecimiento nervioso-∮ (proNGF) y el factor neurotrófico derivado del cerebro (proBDNF), la proteína 
asociada al receptor (RAP) y su propio propéptido compiten por la unión, lo que indica que los diversos ligandos se 60 
dirigen a un sitio de unión compartido o parcialmente compartido. 
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Las enfermedades parasitarias continúan causando sufrimiento a gran parte de la población mundial. Los seres 
humanos con Criptosporidiosis y Toxoplasmosis sufren mucho y muchas personas mueren a causa de las 
enfermedades, o pierden su capacidad de ser miembros productivos de sus comunidades. Análogamente, estos y 
otros parásitos matan anualmente a un gran número de vertebrados (vacas, ovejas, cabras, ovejas, cerdos y pollos) 
que son fuentes primarias de alimentos humanos en todo el mundo. 5 

Se están usando varios procedimientos para revertir estas enfermedades parasitarias, incluida la reducción de 
vectores de insectos, fármacos y vacunas. Ninguno de estos es completamente eficaz, sin embargo. Un problema 
con la vacuna existente es que se dirigen a antígenos de superficie de función poco conocida o desconocida. 
Además, las dianas mutan y hacen que el organismo sea resistente a la vacuna. Por lo tanto, nuevos 
descubrimientos y nuevos enfoques son esenciales para combatir las enfermedades protozoarias parasitarias. 10 

Los inventores han descubierto ahora que una cepa de virulencia atenuada y no infecciosa, que es un mutante con 
inactivación condicional de Toxoplasma gondii, tiene la capacidad de proteger a los animales contra la infección por 
Toxoplasma. 

La solicitud describe vacunas que comprenden dicho mutante con inactivación condicional de Toxoplasma gondii, 
que son capaces de proporcionar protección contra infección con Toxoplasma gondii. 15 

La solicitud describe un procedimiento de inmunización de animales sanos contra infección por Toxoplasma gondii 
que comprende administrar a un animal sano una cantidad eficaz de una vacuna que comprende dicho mutante con 
inactivación condicional de Toxoplasma gondii. 

La solicitud describe una construcción de ácido nucleico que comprende:  

(i) una secuencia que comprende de 100 a 10000 pb, ventajosamente de 150 a 4000 pb, más ventajosamente de 20 
1000 a 2000 pb de nucleótidos contiguos de una región 5’ no codificante y promotora de sortilina de un 
organismo eucariota, 
(ii) un casete génico de selección, teniendo dicho casete génico su propia secuencia flanqueante UTR 5’ y 3’ a 
ambos lados de su secuencia codificante, 
(iii) una secuencia que comprende de 100 a 10000 pb, ventajosamente de 150 a 4000 pb, más ventajosamente 25 
de 1000 a 2000 pb de nucleótidos contiguos de una región 3’ codificante de sortilina de dicho organismo 
eucariota, estando dicha secuencia activada por un transactivador sensible a anhidrotetraciclina (ATc). 

La invención se refiere a una construcción de ácido nucleico que comprende:  

(i) una secuencia que comprende de 100 a 10000 pb, ventajosamente de 150 a 4000 pb, más ventajosamente de 
1000 a 2000 pb de nucleótidos contiguos de una región 5’ no codificante y promotora de sortilina de un parásito 30 
apicomplejo, particularmente seleccionado entre Toxoplasma gondii, Plasmodium falciparum, Babesia bovis, 
Cryptosporidium hominis o Neospora caninum, 
(ii) un casete génico de selección, teniendo dicho casete génico su propia secuencia flanqueante UTR 5’ y 3’ a 
ambos lados de su secuencia codificante, 
(iii) una secuencia que comprende de 100 a 10000 pb, ventajosamente de 150 a 4000 pb, más ventajosamente 35 
de 1000 a 2000 pb de nucleótidos contiguos de una región 3’ codificante de sortilina de dicho parásito 
apicomplejo, estando dicha secuencia activada por un transactivador sensible a anhidrotetraciclina (ATc). 

De acuerdo con la solicitud, la sortilina de un organismo eucariota incluye la SEQ ID:NO 5, la SEQ ID:NO 8, la SEQ 
ID:NO 11, la SEQ ID:NO 14, la SEQ ID:NO 17, la SEQ ID:NO 20 y la SEQ ID:NO 29 y homólogos, ortólogos y 
parálogos de las mismas. Tal como se usa en el presente documento, el término "ortólogos" son apariciones 40 
independientes del mismo gen en múltiples especies. Las apariciones independientes tienen secuencias de 
aminoácidos similares, aunque no idénticas, dependiendo el grado de similitud de secuencia, en parte, de la 
distancia evolutiva de la especie de un ancestro común que tiene el mismo gen. Tal como se usa en el presente 
documento, el término "parálogos" indica apariciones independientes de un gen en una especie. Las apariciones 
independientes tienen secuencias de aminoácidos similares, aunque no idénticas, dependiendo el grado de similitud 45 
de secuencia, en parte, de la distancia evolutiva del acontecimiento de duplicación génica que da lugar a las 
apariciones independientes. Tal como se usan en el presente documento, el término "homólogos" es genérico para 
"ortólogos" y "parálogos". 

La secuencia de la región 5’ no codificante y promotora de sortilina de un organismo eucariota está ubicada cadena 
arriba del codón ATG y suficientemente cerca de éste para permitir la entrada de dicha secuencia de manera 50 
homóloga en el genoma. 

La secuencia de las regiones codificantes 3' de sortilina de dicho organismo eucariota está ubicada cadena abajo del 
codón ATG y suficientemente cerca de éste para permitir la entrada de dicha secuencia de manera homóloga en el 
genoma. 

En una realización ventajosa de la solicitud, la región 5’ no codificante y promotora de sortilina se selecciona entre 55 
un grupo que consiste en la SEQ ID:NO 1, la SEQ ID:NO 6, la SEQ ID:NO 9, la SEQ ID:NO 12, la SEQ ID:NO 15, la 
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SEQ ID:NO 18 y la SEQ ID:NO 27 y la región 3’ codificante de sortilina se selecciona entre un grupo que consiste en 
la SEQ ID:NO 3, la SEQ ID:NO 7, la SEQ ID:NO 10, la SEQ ID:NO 13, la SEQ ID:NO 16, la SEQ ID:NO 19 y la SEQ 
ID:NO 28. 

En una realización ventajosa de la invención, la región 5’ no codificante y promotora de sortilina se selecciona entre 
un grupo que consiste en la SEQ ID:NO 1, la SEQ ID:NO 6, la SEQ ID:NO 9, la SEQ ID:NO 12, la SEQ ID:NO 15 y la 5 
SEQ ID:NO 18, y en la que la región 3’ codificante de sortilina se selecciona entre un grupo que consiste en la SEQ 
ID:NO 3, la SEQ ID:NO 7, la SEQ ID:NO 10, la SEQ ID:NO 13, la SEQ ID:NO 16 y la SEQ ID:NO 19. 

En otra realización ventajosa de la solicitud o la invención, el casete génico de selección es una secuencia de ácido 
nucleico de dihidrofolato reductasa EC 1.5.1.3. 

De acuerdo con la solicitud, el organismo eucariota se selecciona entre parásitos apicomplejos y Homo sapiens. Los 10 
apicomplejos son un grupo extremadamente grande y diverso de protozoos, que se caracteriza por la presencia de 
un orgánulo único llamado complejo apical. Son unicelulares, forman esporas y son exclusivamente parásitos de los 
animales. Siete especies infectan a seres humanos (Plasmodium, Babesia, Cryptosporidium, Neospora, Isospora, 
Cyclospora, Sarcocystis y Toxoplasma) mientras que varios parásitos apicomplejos son importantes en términos de 
medicina veterinaria y agricultura. Los más notables son Babesia y Theileria en el ganado y Eimeria en las aves de 15 
corral. Los protozoos apicomplejos incluyen, por ejemplo, Babesia microti, Babesia bovis y Babesia divergens (que 
causan babesiosis), Plasmodium (que causa malaria), Cryptosporidium parvum y Cryptosporidium hominis (que 
causan criptosporidiosis), Cyclospora cayetanensis (que causa ciclosporiasis) y Toxoplasma gondii (que causa 
toxoplasmosis) y Neospora caninum (que causa neosporosis). 

De acuerdo con la solicitud o la invención, los parásitos apicomplejos incluyen, aunque sin limitarse a, Toxoplasma 20 
gondii, Plasmodium falciparum, Babesia bovis, Cryptosporidium hominis o Neospora caninum. 

En una realización ventajosa de la solicitud o la invención, el transactivador sensible a anhidrotetraciclina (ATc) se 
selecciona entre TetO7-Sag1 o TetO7-Sag4. 

En otra realización ventajosa de la solicitud o la invención, el casete génico de selección es una secuencia de ácido 
nucleico de dihidrofolato reductasa EC 1.5.1.3, y/o el transactivador sensible a anhidrotetraciclina (ATc) se 25 
selecciona entre TetO7-Sag1 o TetO7-Sag4. 

La solicitud describe, y la invención también se refiere a, una construcción de ácido nucleico tal como se ha definido 
anteriormente, que comprende:  

(i) una secuencia de 2000 nucleótidos contiguos de la región 5’ no codificante y promotora del receptor de tipo 
sortilina de Toxoplasma gondii, siendo dicha secuencia la SEQ ID:NO 2, 30 
(ii) un casete génico de dihidrofolato reductasa, teniendo dicho casete génico su propia secuencia flanqueante 
UTR 5’ y 3’ a ambos lados de su secuencia codificante, 
(iii) una secuencia de 2000 nucleótidos contiguos de la región 3’ codificante del receptor de tipo sortilina de 
Toxoplasma gondii, siendo dicha secuencia la SEQ ID:NO 4 y estando dicha secuencia activada por un promotor 
inducible TetO7-Sag 4. 35 

Otro objeto de la solicitud o la invención es un vector que comprende una construcción de ácido nucleico tal como se 
ha definido anteriormente. 

De acuerdo con la solicitud o la invención pueden usarse todos los vectores conocidos por el experto en la materia, 
por ejemplo un plásmido, un cósmido, un fagémido, un cromosoma artificial bacteriano o un cromosoma artificial de 
levadura. 40 

El parásito apicomplejo transgénico no patógeno puede prepararse mediante cualquier procedimiento conocido por 
el experto en la materia. 

De este modo, la solicitud describe, y la invención también se refiere a, un procedimiento para producir un parásito 
apicomplejo transgénico no patógeno, en el que el procedimiento comprende:  

(i) proporcionar un vector tal como se ha definido anteriormente, 45 
(ii) proporcionar una integración inducible por fármacos y altamente homóloga de ADN transfectado de un 
parásito apicomplejo, 
(iii) transfectar dicho parásito apicomplejo mediante dicho vector, 
(iv) seleccionar el parásito apicomplejo transformado usando un segundo fármaco, 
(v) clonar el parásito apicomplejo transformado. 50 

La solicitud describe, y la invención también se refiere a, un procedimiento para producir una cepa de Toxoplasma 
gondii transgénica no patógena, en el que el procedimiento comprende:  

(i) proporcionar un vector tal como se ha definido anteriormente, 
(ii) proporcionar una integración inducible por fármacos y altamente homóloga de ADN transfectado de una cepa 
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de Toxoplasma gondii, 
(iii) transfectar dicha cepa de Toxoplasma gondii mediante dicho vector, 
(iv) seleccionar la cepa de Toxoplasma gondii transformada usando un segundo fármaco, 
(v) clonar la cepa de Toxoplasma gondii transformada. 

En una realización ventajosa, la solicitud describe, y la invención también se refiere a, un procedimiento para 5 
producir un parásito apicomplejo transgénico no patógeno, particularmente una cepa de Toxoplasma gondii, en el 
que el procedimiento comprende:  

(i) proporcionar un vector tal como se ha definido anteriormente, 
(ii) proporcionar una integración inducible por fármacos y altamente homóloga de ADN transfectado de un 
parásito apicomplejo, particularmente una cepa de Toxoplasma gondii, 10 
(iii) transfectar dicho parásito apicomplejo, particularmente una cepa de Toxoplasma gondii, mediante dicho 
vector, 
(iv) seleccionar el parásito apicomplejo transformado, particularmente una cepa de Toxoplasma gondii, usando 
un segundo fármaco, 
(v) clonar el parásito apicomplejo transformado, particularmente una cepa de Toxoplasma gondii. 15 

Como integración inducible por fármacos y altamente homóloga de ADN transfectado de un parásito apicomplejo, se 
pueden citar las líneas transgénicas RH ∀ku80TaTi (Recombinación inducible por ATc y más altamente homóloga 
del plásmido) preparada a partir de RH TaTi (Trampa transactivadora identificada inducible con 
anhidrodrotetraciclina o ATc) desvelada por Meissner, M., Schlaeter, D., Soldati, D. Role of Toxoplasma gondii 
myosin A in powering parasite gliding and host cell invasion. Science 298, 837-40 (2002) y RH ∀ku80 (integración 20 
altamente homóloga de ADN transfectado) Huynh, M.H., Carruthers, V.B. Tagging of endogenous genes in a 
Toxoplasma gondii strain lacking Ku80. Eukaryot Cell. 8, 530-539 (2009). 

Otro objeto de la invención es una cepa transgénica no patógena de parásito apicomplejo, en la que el locus de tipo 
silvestre de sortilina se sustituye por una secuencia de nucleótidos artificial que comprende:  

i. de 100 a 10000 pb, ventajosamente de 150 a 4000 pb, más ventajosamente de 1000 a 2000 pb de un 25 
nucleótido contiguo de una región 5’ no codificante y promotora de sortilina de dicho parásito apicomplejo, 
ii. un casete génico de selección, y 
iii. una secuencia que comprende de 100 a 10000 pb, ventajosamente de 150 a 4000 pb, más ventajosamente de 
1000 a 2000 pb de una región 3’ codificante de sortilina de dicho parásito apicomplejo, estando dicha región 
codificante activada por un transactivador controlado por tetraciclina. 30 

Otro objeto de la invención es una cepa transgénica no patógena de Toxoplasma gondii, en la que el locus de tipo 
silvestre del receptor de tipo sortilina de Toxoplasma gondii (TgSORTLR) se sustituye por una secuencia de 
nucleótidos artificial que comprende:  

i. un fragmento de 2 kb de una región 5’ no codificante y promotora de TgSORTLR, siendo dicha secuencia la 
SEQ ID:NO 2, 35 
ii. un casete génico de dihidrofolato reductasa, y 
iii. un fragmento de 2 kb de región codificante de ADN del TgSORTLR, siendo dicha secuencia la SEQ ID:NO 4, 
estando dicha región codificante activada por un promotor inducible TetO7-Sag 4. 

Las cepas transgénicas no patógenas de parásito apicomplejo, en particular las cepas transgénicas no patógenas de 
Toxoplasma gondii, de acuerdo con la invención son cepas avirulentas en una forma parásita totalmente atenuada, 40 
que pueden usarse como una vacuna viva. 

De este modo, otro objeto de la invención es una composición que comprende una cantidad eficaz de la cepa 
transgénica no patógena de un parásito apicomplejo tal como se ha definido anteriormente, en particular la cepa 
transgénica no patógena de Toxoplasma gondii tal como se ha definido anteriormente, y un vehículo 
farmacéuticamente aceptable no tóxico y estéril. 45 

Los vehículos adecuados son bien conocidos por los expertos en la materia. Sin embargo, los vehículos ejemplares 
incluyen solución salina estéril, lactosa, sacarosa, fosfato de calcio, gelatina, dextrina, agar, pectina, aceite de 
cacahuete, aceite de oliva, aceite de sésamo y agua. Adicionalmente, el vehículo o diluyente puede incluir un 
material de acción retardada, tal como monoestearato de glicerilo o diestearato de glicerilo solo o con una cera. 

La solicitud describe una vacuna que comprende la composición tal como se ha definido anteriormente. Dicha 50 
vacuna puede comprender un adyuvante convencional. El adyuvante se usa como un irritante no específico para 
atraer o mejorar una respuesta inmunitaria. Dichos adyuvantes incluyen, entre otros, anfígeno, hidróxido de aluminio, 
dipéptido de muramilo y saponinas tales como Quil A.  

Esta vacuna puede usarse para proteger al animal contra patologías debido a parásitos apicomplejos. 

En consecuencia, la solicitud describe un procedimiento para inmunizar mamíferos contra patologías causadas por 55 
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parásitos apicomplejos que comprende la etapa de administrar a los mismos una cantidad de cepa transgénica no 
patógena de parásito apicomplejo tal como se ha definido anteriormente para desarrollar inmunidad a parásitos 
apicomplejos. 

La solicitud describe un procedimiento para inmunizar mamíferos contra toxoplasmosis que comprende la etapa de 
administrar a los mismos una cantidad de cepa transgénica no patógena de Toxoplasma gondii tal como se ha 5 
definido anteriormente para desarrollar inmunidad a Toxoplasma gondii. 

La solicitud describe un procedimiento para estimular una respuesta de células T contra células infectadas por 
Toxoplasma gondii en un paciente infectado de forma persistente con dicho parásito, en el que dicho procedimiento 
comprende administrar a dicho paciente una composición tal como se ha definido anteriormente. 

Las composiciones de la solicitud de la invención se elaboran ventajosamente en una forma de unidad de 10 
dosificación adaptada para la vía de administración deseada. La cantidad de cepa transgénica no patógena de 
parásito apicomplejo que forma los principios activos en cada unidad de dosificación se adaptará para el caso y la 
composición se puede tamponar a pH fisiológico, en una forma lista para la inyección. 

La dosificación y el protocolo de administración pueden optimizarse de acuerdo con las prácticas de vacunación 
estándar. Normalmente, la vacuna se administrará por vía subcutánea, aunque se pueden usar otras vías de 15 
administración, tales como administración intramuscular, oral, intraocular, intradérmica e intranasal. Se entenderá 
que el nivel de dosis específico para cualquier animal en particular dependerá de una variedad de factores que 
incluyen la edad, el estado de salud general, el sexo y la dieta del animal o del paciente; la especie del animal; el 
tiempo de administración; la vía de administración; interacciones con cualquier otro fármaco administrado; y el grado 
de protección que se busca. La vacuna puede administrarse solo una vez o, si es deseable, periódicamente. Por 20 
supuesto, tal como se ha indicado anteriormente, la administración puede repetirse a intervalos adecuados si es 
necesario o deseable. 

La cepa transgénica no patógena de parásito apicomplejo puede usarse en ensayos de cribado para identificar 
nuevos fármacos activos en el tratamiento de patologías debidas a parásitos apicomplejos. 

De este modo, la solicitud describe un procedimiento para el cribado para nuevos fármacos en el tratamiento de 25 
toxoplasmosis, babesiosis, malaria, criptosporidiosis, neosporosis, diabetes o enfermedad de Alzheimer que 
comprende las siguientes etapas:  

i. poner en contacto un compuesto que se sabe, o se sospecha, que es capaz de ser activo con una sortilina de 
un parásito intracelular, y 
ii. determinar el efecto del compuesto sobre dicha sortilina en el que un efecto sobre sortilina indica el potencial 30 
del compuesto como un fármaco. 

La solicitud describe un procedimiento de cribado para compuestos que son activos contra toxoplasmosis, 
comprendiendo dicho procedimiento las siguientes etapas:  

i. poner en contacto un compuesto que se sabe, o se sospecha, que es capaz de ser activo con el receptor de 
tipo sortilina de Toxoplasma gondii, y 35 
ii. determinar el efecto del compuesto sobre dicho receptor de tipo sortilina de Toxoplasma gondii en el que un 
efecto sobre sortilina indica el potencial del compuesto como un fármaco. 

La solicitud describe un procedimiento para la identificación de nuevas proteínas implicadas en célula huésped-
parásito apicomplejo que comprende la etapa de hacer interactuar sortilina con proteínas de la célula huésped. 

La solicitud describe un procedimiento para realizar el diagnóstico in vitro de una patología causada por Toxoplasma 40 
gondii, particularmente de toxoplasmosis en un mamífero que comprende la etapa de determinar la presencia o la 
cantidad de receptor de tipo sortilina de Toxoplasma gondii o de fragmentos del mismo, en una muestra biológica de 
dicho mamífero. 

La solicitud describe un procedimiento para realizar el diagnóstico in vitro de una patología causada por Toxoplasma 
gondii, particularmente de toxoplasmosis en un mamífero que comprende la etapa de determinar la presencia o 45 
cantidad de un anticuerpo generado contra el receptor de tipo sortilina de Toxoplasma gondii en una muestra 
biológica de dicho mamífero. 

En otra realización, la solicitud describe un procedimiento para realizar el diagnóstico in vitro de una patología 
causada por Toxoplasma gondii, particularmente de toxoplasmosis en un mamífero que comprende la etapa de:  

- determinar la presencia o cantidad de receptor de tipo sortilina de Toxoplasma gondii o de fragmentos del 50 
mismo, y/o 

- determinar la presencia o cantidad de un anticuerpo generado contra el receptor de tipo sortilina de 
Toxoplasma gondii, 

en una muestra biológica de dicho mamífero. 
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Tal como se usa en el presente documento, el término "anticuerpo" se refiere a un polipéptido, al menos una parte 
del cual está codificado por al menos un gen de inmunoglobulina, o un fragmento del mismo y que puede unirse 
específicamente a una molécula diana deseada. El término incluye formas de origen natural, así como fragmentos y 
derivados. Fragmentos dentro del alcance del término "anticuerpo" incluyen los producidos por digestión con 
diversas proteasas, los producidos por escisión química y/o disociación química, y aquellos producidos como 5 
componentes recombinantes, siempre que el fragmento siga siendo capaz de unirse específicamente a una 
molécula diana. Entre dichos fragmentos se encuentran los fragmentos Fab, Fab→Fv, F(ab)→2 y Fv monocatenario 
(scFv). Los derivados dentro del alcance del término incluyen anticuerpos (o fragmentos de los mismos) que se han 
modificado en secuencia, pero que siguen siendo capaces de unirse específicamente a una molécula diana, 
incluyendo: anticuerpos interespecies quiméricos y humanizados; fusiones de anticuerpos; complejos de anticuerpos 10 
heteroméricos y fusiones de anticuerpos, tales como diacuerpos (anticuerpos biespecíficos), diacuerpos 
monocatenarios e intracuerpos (véase, por ejemplo, Marasco (ed.), Intracellular Antibodies: Research and Disease 
Applications , Springer-Verlag Nueva York, Inc. (1998) (ISBN: 3540641513). Tal como se usa en el presente 
documento, los anticuerpos pueden producirse mediante cualquier técnica conocida, incluyendo recogida del cultivo 
celular de linfocitos B nativos, recogida del cultivo de hibridomas, sistemas de expresión recombinante y 15 
presentación en fagos. 

La solicitud describe un kit para el diagnóstico in vitro de una patología causada por Toxoplasma gondii, 
particularmente de toxoplasmosis que comprende:  

(i) al menos un anticuerpo adecuado para unirse a un epítopo que comprende o que consiste en el receptor de 
tipo sortilina de Toxoplasma gondii, o en fragmentos de dicho péptido, 20 
(ii) al menos un anticuerpo acoplado a un sistema de detección adecuado para unirse al complejo anticuerpo-
antígeno, 

y opcionalmente al menos un receptor de tipo sortilina de Toxoplasma gondii o fragmentos del mismo. 

Los siguientes ejemplos 1 a 4 y las figuras 1 a 4 ilustran la invención.  

La figura 1 muestra el esquema de la estrategia de inactivación condicional usada para alterar de forma 25 
condicional la expresión de sortilina en Toxoplasma gondii. Un fragmento de ADN lineal que contiene 2 kb de una 
región 5’ no codificante y promotora de TgSORTLR, una secuencia que codifica dihidrofolato reductasa, promotor 
TetO7-Sag4 del transactivador controlado por tetraciclina y 2 kb de una región de ADN cadena abajo del codón 
ATG de TgSORTLR se sub-clonaron en el plásmido pDTS4. La transfección del pDTS4 que contenía la 
construcción de ADN tal como se ha descrito anteriormente (concretamente el plásmido iKO en la figura 1) se 30 
realizó en la cepa parental de Toxoplasma gondii RH∀Ku80TaTi (proporcionada por el Dr Striepen, Universidad 
de Georgia, EE. UU.). La integración se produce en el locus de tipo silvestre de T. gondii mediante 
recombinación homóloga, creando una inactivación condicional para sortilina. 
La figura 2 muestra la detección de integración transgénica mediante PCR analítica en ADN genómico de la cepa 
parental de Toxoplasma gondii RH∀Ku80TaTi de tipo silvestre (segundo carril) y clones con inactivación 35 
condicional para sortilina (tercer y cuarto carriles), llamados iKO1 e iKO2. El marcador molecular (kb) está en el 
primer carril. La banda superior que corresponde aproximadamente a 4000 pb es el locus transgénico 
(TgSORTLR). La banda inferior de menos de 500 pb es la secuencia de superóxido dismutasa (SOD) y se usa 
como control para ensayo de PCR. 
La figura 3 muestra la inducibilidad de la expresión de sortilina en clones iKO1 (tercer y cuarto carriles) e iKO2 40 
(quinto y sexto carriles) que tienen sortilina regulable. La expresión de sortilina también se analizó en la cepa 
parental de Toxoplasma gondii RH∆Ku80TaTi de tipo silvestre (primer y segundo carriles). Se cultivaron 
parásitos intracelulares durante 48 horas en presencia o ausencia de anhidrotetraciclina (ATc) antes de la 
preparación de lisado de células completas. Se realizó análisis de transferencia de Western en el lisado de 
células completas con anticuerpos anti-sortilina lo que revela que estos clones carecían de sortilina cuando se 45 
trataban mediante ATc. El nivel de detección de actina se usó como control para igual carga. 
La figura 4 muestra que los parásitos taquizoítos iKO son avirulentos en ratones. A ratones BALB/c se les 
inyectaron por vía intraperitoneal dosis que variaban entre 5x103, 104, 2,5x104, 105, 106, 2,5x106 (líneas grises 
centrales) de parásitos iKO con inactivación para TgSORTLR condicional y recibieron ATc en el agua para beber. 
A un segundo grupo de ratones se les inyectaron por vía intraperitoneal dosis que variaban entre el 5x103 50 
(cuadrados negros), 104 (triángulos negros), 2,5x104 (puntos negros) de parásitos iKO con inactivación para 
TgSORTLR condicional y no se trataron con ATc. Los resultados se expresan como el porcentaje de 
supervivencia (eje vertical) durante el ciclo de infección (eje horizontal). 

Ejemplo 1: Preparación de mutante con inactivación condicional del receptor de tipo sortilina en Toxoplasma 
gondii  55 

1.1 - Protocolos  

1.1.1 - Construcción pDTS4-SORT 

Se amplificaron fragmentos de ADN del receptor de tipo sortilina con los oligonucleótidos 5'TgSORT_F y 
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5'TgSORT_R para el fragmento de ADN flanqueante 5', y con 3'KISORT_F y 3'KISORT_R para el fragmento de ADN 
flanqueante 3', que son:  

5'TgSORT_F  

 ccggCATATGATGTCATCAGGAGCCCCTCTGCC SEQ ID:NO 21 

5'TgSORT_R  

 ccggCATATGGGTGACTGTCTGTACACCGGAGG SEQ ID:NO 22 

3'KISORT_F  

 ccggAGATCTATGGCGCACAGCTTCGCACGAG SEQ ID:NO 23 

3'KISORT_R  

 ccggCCTAGGCCGCGGTAGACCAGACGCGTG SEQ ID:NO 24 

Se realizaron PCR usando 50 ng de ADN genómico a partir de la cepa de Toxoplasma gondii RH∆Ku80 (Huynh y 
col. 2009, Eukaryot Cell, 8, 530-539) y la mezcla High Fidelity PCR Enzyme Mix (Fermentas, K0191) en las 
siguientes condiciones: 3 minutos de incubación a 94 °C, seguidos por 35 ciclos de 94 °C durante 30 segundos/60 5 
°C durante 30 segundos/72 °C durante 135 segundos seguidos por un ciclo de 72 °C durante 10 minutos. Los 
fragmentos amplificados resultantes se recuperaron y se clonaron en los sitios NdeI/NdeI para el fragmento 5' 
TgSORT y en los sitios AvrII/BglIII para el fragmento 3' TgSORT de pDTS4. Esta nueva construcción, llamada 
pDTS4-SORT se ilustra en la figura 1. 

1.1.2 - Mutante con inactivación de Toxoplasma gondii 10 

La cepa receptora RH∆Ku80TaTi de Toxoplasma gondii que es inducible por anhidrotetraciclina (ATc) y de 
recombinación homóloga más elevada del plásmido fue proporcionada generosamente por el Dr Striepen 
(Universidad de Georgia, EE. UU.). La cepa receptora para el transactivador sensible a (ATc) se estableció por 
transformación de RH∆Ku80TaTi mediante pDTS4-SORT. En breve, los parásitos taquizoítos se purificaron, filtraron 
y lavaron dos veces con Cytomix (KCl 120 mM, CaCl2 0,15 mM, K2HPO4/KH2PO4 10 mM pH 7,6, Hepes 25 mM pH 15 
7,6, EGTA 2 mM pH 7,6, MgCl2 5 mM). Los parásitos se concentraron a continuación en Cytomix suplementado con 
ATP 2 mM y glutatión (GSH) 5 mM. Se transformaron 10 millones de estos parásitos con 50 µg de pDTS4-SORT 
linealizado con ApaI por electroporación (generador de electroporación BTX de Harvard Apparatus, 1,5 kEV, 24 Ω 
durante 0,25 ms). El vector se linealizó para aumentar la frecuencia de recombinación homóloga. Diez minutos más 
tarde, los parásitos transformados se inocularon en fibroblastos de prepucio humano (HFF) confluentes cultivados en 20 
DMEM suplementado con suero fetal de ternero al 10 %, glutamina 2 mM y 25 µg/ml de gentamicina en CO2 al 5 %, 
a 37 °C. 

Cuatro horas después de la infección, se añadió pirimetamina 2 µM al medio de cultivo. Tres días después, se 
añadieron los parásitos al nuevo cultivo de HFF y se añadió pirimetamina una vez más cuatro horas después de la 
infección. La clonación de RH∆Ku80TaTi transformada con pDTS4-SORT se realizó mediante dilución limitante. 25 

Ejemplo 2: Detección del locus transgénico de sortilina (TgSORTLR)  

2.1 - Protocolo 

La detección del locus transgénico de sortilina se realizó mediante PCR analítica en ADN genómico de 
RH∆Ku80TaTi transformada con pDTS4-SORT. El locus transgénico se amplificó con los oligonucleótidos iKO-
100pb F (A) y DHFR_intR (B), que son:  30 

iKO-100pb F (A)  

 CCGGCGTAGACGTGCTAAGTCTGTGCCA SEQ ID: NO 25 

DHFR_intR (B)  

 GGCGTTGAATCTCTTGCCGACTGATGGAGAGGGAAGTCC SEQ ID: NO 26 

Se realizaron PCR en 50 ng de ADN genómico de la cepa RH∆Ku80TaTi de Toxoplasma gondii transformada con 
pDTS4-SORT usando la polimerasa Dream Taq Polymerase (Fermentas, EP0701) en las siguientes condiciones: 3 
minutos de incubación a 95 °C, seguidos por 35 ciclos de 95 °C durante 30 segundos/58 °C durante 30 segundos/72 
°C durante 4 minutos seguidos por un ciclo de 72 °C durante 10 minutos. Los fragmentos amplificados resultantes se 
hicieron migrar de gel de agarosa con bromuro de etidio. 35 
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2.2 - Resultados  

Se ilustran en la figura 2. El locus transgénico (banda superior) está presente solamente en los colones iKO1 e iKO2 
de RH∆Ku80TaTi transformada con pDTS4-SORT. En la cepa de tipo silvestre correspondiente a RH∆Ku80TaTi, no 
se puede observar ningún fragmento de amplificación correspondiente al locus transgénico. 

Ejemplo 3: Inducibilidad del locus transgénico de expresión de sortilina (TgSORTLR)  5 

3.1 - Protocolo  

Parásitos taquizoítos de RH∆Ku80TaTi transformada con pDTS4-SORT y RH∆Ku80TaTi de tipo silvestre se 
incubaron en presencia o ausencia de anhidrotetraciclina (ATc) durante 48-72 horas antes de la preparación de 
lisado de células completas. 

Los parásitos se recogieron, se lisaron con tampón de muestra Laemmli (Tris-Cl 60 mM, pH 6,8, SDS al 2 %, glicerol 10 
al 10 %, β-mercaptoetanol al 5 %, azul de bromofenol al 0,01 %) hirviendo durante 3 minutos. El sobrenadante se 
separó de los residuos celulares por centrifugación. Dicho sobrenadante es el extracto de proteína completa. 

Se realizaron transferencias Western de acuerdo con las técnicas bien conocidas en la técnica. En breve, el extracto 
de proteína completa se hizo migrar por electroforesis SDS-PAGE. Una vez que se ha producido la migración, las 
proteínas se transfieren a una nitrocelulosa o PVDF donde se sondean usando anticuerpos específicos para la 15 
proteína diana actina y sortilina. Los inventores produjeron anticuerpos anti-actina y anti-sortilina de acuerdo con 
técnicas conocidas y los usaron a una dilución de 1:1000 en PBS que contenía un 0,5 % de Tween-20. La 
hibridación específica se revela mediante el uso apropiado de anticuerpo secundario y medios de detección. 

3.2 - Resultados  

Se ilustran en la figura 3. En la cepa de tipo silvestre de RH∆Ku80TaTi (WT), la proteína sortilina está presente tanto 20 
en los parásitos tratados con ATc como en parásitos no tratados. iKO1 e iKO2, los dos clones derivados de 
RH∆Ku80TaTi transformada con pDTS4-SORT, ambos expresan sortilina cuando no están estimulados por ATc. 
Cuando estos clones se tratan con ATc, la expresión de sortilina se desactiva por completo. Los anticuerpos anti-
sortilina revelan que los clones iKO1 e iKO2 carecían de sortilina endógena cuando se cultivaron con ATc. 

Ejemplo 4: Avirulencia de inactivación condicional de sortilina (TgSORTLR)  25 

4.1 - Protocolo 

Se realizaron ensayos en ratones Balb/C hembra, divididos por grupos de 6 ratones. Para determinar la virulencia de 
clones iKO de TgSORTLR in vivo, a un grupo de ratones Balb/C hembra de 6-8 semanas de edad se les inyectaron 
por vía intraperitoneal (i.p.) respectivamente 5x103, 104, 2,5x104, 105, 106, 2,5x106 de taquizoítos iKO de 
TgSORTLR. El agua para beber se suplementó con 0,2 mg/ml de ATc y el 5 % de sacarosa. Un segundo grupo de 30 
ratones también se infectaron i.p. con 5x103, 104 y 2,5x104 de taquizoítos iKO de TgSORTLR sin ATc en el agua 
para beber. Como control, se usaron 5x103, 104, 2,5x104 taquizoítos de la línea parental (cepa RH∆ku80TaTi WT) 
para infectar a otros dos grupos de ratones tratados con o sin ATc en el agua para beber, formando un total de 15 
grupos de 6 ratones cada uno. Estos experimentos se repitieron dos veces con incluso más cargas de parásitos 
hasta 107 mutantes iKO de TogSORTLR en los segundos experimentos. La supervivencia de los ratones se 35 
monitorizó durante un período de 6 semanas, y la seroconversión de RH∆ku80TaTi de todos los ratones 
supervivientes se confirmó mediante transferencias de Western. Todos los cuidados y el manejo de los animales se 
realizaron de acuerdo con el Protocolo de Ámsterdam sobre protección y bienestar de los animales y la Directiva 
86/609/CEE sobre la protección de los animales usados con fines experimentales y otros fines científicos 
(http://conventions.coe.int/Treaty/EN/Treaties/PDF/123-Arev.pdf). El Instituto Pasteur de Lille y el Comité CNRS 40 
sobre Ética de la Experimentación con Animales también aprobaron específicamente este estudio. 

4.2 - Resultados  

Se ilustran en la figura 4. Después de 10 días, todos los ratones infectados por taquizoítos de la cepa RH∆ku80TaTi 
WT estaban muertos (datos no mostrados). 

Además, todos los ratones del segundo grupo infectados con taquizoítos iKO de TgSORTLR sin ATc en el agua para 45 
beber murieron entre el día 9 y el día 11 después de las infecciones. 

Por el contrario, se observó un 100 % de supervivencia en el grupo de ratones infectados con taquizoítos iKO de 
TKSORTLR y suplementados con ATc en el agua para beber, incluso para dosis altas de parásitos. El día 30 
después de la infección, estos ratones aún están vivos, incluso con una gran carga de parásitos, lo que muestra que 
los parásitos iKO de TgSORTLR han perdido su capacidad infecciosa. 50 
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<210> 11 
<211> 895 
<212> PRT 5 
<213> 3D7 de Plasmodium falciparum 
 
<400> 11 
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<210> 12 
<211> 10001 
<212> ADN 5 
<213> Cryptosporidium hominis 
 
<400> 12 
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<210> 13 
<211> 10001 
<212> ADN 5 
<213> Cryptosporidium hominis 
 
<220> 
<221> misc_feature 
<222> (9992)..(9993) 10 
<223> n es a, c, g o t 
 
<220> 
<221> misc_feature 
<222> (9995)..(9995) 15 
<223> n es a, c, g o t 
 
<400> 13 
 

 20 
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<210> 14 
<211> 1006 
<212> PRT 5 
<213> Cryptosporidium hominis 
 
<400> 14 
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<210> 15 
<211> 10001 
<212> ADN 5 
<213> T2Bo de Babesia bovis 
 
<400> 15 
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<210> 16 
<211> 10001 
<212> ADN 5 
<213> T2Bo de Babesia bovis 
 
<400> 16 
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<210> 17 
<211> 874 
<212> PRT 5 
<213> T2Bo de Babesia bovis 
 
<400> 17 
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<210> 18 
<211> 10001 
<212> ADN 5 
<213> Neospora caninum 
 
<400> 18 
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<210> 19 
<211> 10001 
<212> ADN 5 
<213> Neospora caninum 
 
<400> 19 
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<210> 20 
<211> 951 
<212> PRT 5 
<213> Neospora caninum 
 
<400> 20 
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<210> 21 
<211> 29 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 5 
<220> 
<223> 5’ TgSORT_F 
 
<400> 21 
catatgatgt catcaggagc ccctctgcc  29 10 
 
<210> 22 
<211> 29 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 15 
 
<220> 
<223> 5’ TgSORT_R 
 
<400> 22 20 
catatgggtg actgtctgta caccggagg  29 
 
<210> 23 
<211> 28 
<212> ADN 25 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> 3’ KISORT_F 
 30 
<400> 23 
agatctatgg cgcacagctt cgcacgag  28 
 
<210> 24 
<211> 27 35 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> 3’ KISORT_R 40 
 
<400> 24 
cctaggccgc ggtagaccag acgcgtg  27 
 
<210> 25 45 
<211> 28 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 50 
<223> iKO-100pb_F (A) 
 
<400> 25 
ccggcgtaga cgtgctaagt ctgtgcca  28 
 55 
<210> 26 
<211> 39 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 60 
<220> 
<223> DHFR_intR (B) 
 
<400> 26 
ggcgttgaat ctcttgccga ctgatggaga gggaagtcc  39 65 
<210> 27 
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<211> 10003 
<212> ADN 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 27 5 
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<210> 28 
<211> 10000 
<212> ADN 5 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 28 
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<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 29 
 5 
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REIVINDICACIONES 

1. Una construcción de ácido nucleico, que comprende:  

(i) una secuencia que comprende de 100 a 10000 pb, ventajosamente de 150 a 4000 pb, más ventajosamente de 
1000 a 2000 pb de nucleótidos contiguos de una región 5’ no codificante y promotora de sortilina de un parásito 
apicomplejo, particularmente seleccionado entre Toxoplasma gondii, Plasmodium falciparum, Babesia bovis, 5 
Cryptosporidium hominis o Neospora caninum, 
(ii) un casete génico de selección, teniendo dicho casete génico su propia secuencia flanqueante UTR 5’ y 3’ a 
ambos lados de su secuencia codificante, 
(iii) una secuencia que comprende de 100 a 10000 pb, ventajosamente de 150 a 4000 pb, más ventajosamente 
de 1000 a 2000 pb de nucleótidos contiguos de una región 3’ codificante de sortilina de dicho parásito 10 
apicomplejo, estando dicha secuencia activada por un transactivador sensible a anhidrotetraciclina (ATc). 

2. La construcción de ácido nucleico de acuerdo con la reivindicación 1, en la que la región 5’ no codificante y 
promotora de sortilina se selecciona entre un grupo que consiste en la SEQ ID:NO 1, la SEQ ID:NO 6, la SEQ ID:NO 
9, la SEQ ID:NO 12, la SEQ ID:NO 15 y la SEQ ID:NO 18, y en la que la región 3’ codificante de sortilina se 
selecciona entre un grupo que consiste en la SEQ ID:NO 3, la SEQ ID:NO 7, la SEQ ID:NO 10, la SEQ ID:NO 13, la 15 
SEQ ID:NO 16 y la SEQ ID:NO 19. 

3. La construcción de ácido nucleico de acuerdo con la reivindicación 1, en la que el casete génico de selección es 
una secuencia de ácido nucleico de dihidrofolato reductasa EC 1.5.1.3, y/o en la que el transactivador sensible a 
anhidrotetraciclina (ATc) se selecciona entre TetO7-Sag1 o TetO7-Sag4. 

4. La construcción de ácido nucleico de acuerdo con la reivindicación 1, que comprende:  20 

(i) una secuencia de 2000 nucleótidos contiguos de la región 5’ no codificante y promotora de sortilina de 
Toxoplasma gondii, siendo dicha secuencia la SEQ ID:NO 2, 
(ii) un casete génico de dihidrofolato reductasa, teniendo dicho casete génico su propia secuencia flanqueante 
UTR 5’ y 3’ a ambos lados de su secuencia codificante, 
(iii) una secuencia de 2000 nucleótidos contiguos de las regiones 3’ codificantes de sortilina de Toxoplasma 25 
gondii, siendo dicha secuencia la SEQ ID:NO 4, y estando dicha secuencia activada por un promotor inducible 
TetO7-Sag 4. 

5. Un vector que comprende una construcción de ácido nucleico de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 
a 4. 

6. Un procedimiento de producción de un parásito apicomplejo transgénico no patógeno, particularmente una cepa 30 
de Toxoplasma gondii, en el que el procedimiento comprende:  

(i) proporcionar un vector de acuerdo con la reivindicación 5, 
(ii) proporcionar una integración inducible por fármacos y altamente homóloga de ADN transfectado de un 
parásito apicomplejo, particularmente una cepa de Toxoplasma gondii, 
(iii) transfectar dicho parásito apicomplejo, particularmente una cepa de Toxoplasma gondii, mediante dicho 35 
vector, 
(iv) seleccionar el parásito apicomplejo transformado, particularmente una cepa de Toxoplasma gondii, usando 
un segundo fármaco, 
(v) clonar el parásito apicomplejo transformado, particularmente una cepa de Toxoplasma gondii. 

7. Una cepa transgénica no patógena de parásito apicomplejo, en la que el locus de tipo silvestre de sortilina se 40 
sustituye por una secuencia de nucleótidos artificial que comprende:  

i. de 100 a 10000 pb, ventajosamente de 150 a 4000 pb, más ventajosamente de 1000 a 2000 pb de nucleótidos 
contiguos de una región 5’ no codificante y promotora de sortilina de dicho parásito apicomplejo, 
ii. un casete génico de selección, y 
iii. una secuencia que comprende de 100 a 10000 pb, ventajosamente de 150 a 4000 pb, más ventajosamente de 45 
1000 a 2000 pb de una región 3’ codificante de sortilina de dicho parásito apicomplejo, estando dicha región 
codificante activada por un transactivador controlado por tetraciclina. 

8. Una cepa transgénica no patógena de Toxoplasma gondii, en la que el locus de tipo silvestre de sortilina de 
Toxoplasma gondii (TgSORTLR) está sustituido por una secuencia de nucleótidos artificial que comprende:  

i. un fragmento de 2 kb de una región 5’ no codificante y promotora de TgSORTLR, siendo dicha secuencia la 50 
SEQ ID: NO 2, 
ii. un casete génico de dihidrofolato reductasa, y 
iii. un fragmento de 2 kb de región codificante de ADN del TgSORTLR, siendo dicha secuencia la SEQ ID:NO 4, 
estando dicha región codificante activada por un promotor inducible TetO7-Sag 4. 
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9. Una composición que comprende la cepa transgénica no patógena de un parásito apicomplejo de acuerdo con la 
reivindicación 7, o la cepa transgénica no patógena de Toxoplasma gondii de acuerdo con la reivindicación 8, y un 
vehículo farmacéuticamente aceptable no tóxico y estéril. 

ES 2 657 070 T3

 



122 

 

ES 2 657 070 T3

 



123 

 

ES 2 657 070 T3

 



124 

 

ES 2 657 070 T3

 



125 

 

 

ES 2 657 070 T3

 


	Primera Página
	Descripción
	Lista de Secuencias
	Reivindicaciones
	Dibujos

