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DESCRIPTION
FLAVOPROTEIN OF TRYPANOSOMA CRUZI, METHOD OF SCREENING
VERMICIDE -WITH THE USE OF THE SAME AND DIAGNOSTIC

TECHNICAL FIELD

The_present invention relates to the development of an
effective trypanocidal drug for treating Trypanosoma cruzi
infection (Chagas' disease) for which no effective treatment
is currently available; and to a simple, highly specific
diagnostic method. More particularly, the present invention
relatestoanmthodofdevelopingatrypanocidaldrugeffective
against Trypanosoma cruzi, the pathogen of Chagas' disease,
using the flavoprotein TcOYE present in I'rypanosoma cruzi and
its recombinant protein; and of testing for the metabolic rate
(degradation activity) of the effective substance.
Furthermore, the invention relates to a simple and specific
method of diagnosing Trypanosoma cruzi infection using the

gene sequence of TcOYE and antibodies thereto.

BACKGROUND ART

Chagas' disease is a parasite infection caused by
Trypanosoma cruzi (World Health Organization, Weekly
Epidemiol. Res. 65: 257-264, 1990; Coura J. R. et al., Trends
Parasitol., 18: 171-176, 2002; TeiXelra, M. M. et al., Trends
Parasitol., 18: 262-268, 2002). This protozoa infects

. various animals other than humans, such as dogs, cats, and

armadillo, and is distributed in many states of the US and
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all over Central and South America. Infection of human occurs
mainly in areas south of Texas and has been reported in 18
countries of Central and South America. The number of cases

is estimated at 16 to 18 million, resulting in 21,000 deaths

' every year, and increasing by 300,000 every year. There are

2,000,000to0 3,000,000 infectedpatients in the chronic stage,
and people in areas at a high risk for infection amount to
120,000,000. |

Trypanosoma cruzi, when present in human blood, has large
kinetoplasts and is of the trypomastigote type with a C-shaped
curved body 18 to 22 pm in length, and it undergoes no division
ormultiplication. However, incellsof themuscles, theliver,
the spleen, and the heart, it is of the atrichous type with
a slightly élliptic body 2 to 4 ym in diameter, having large
kinetoplasts, and it multiplies by binary fission. This
atrichous type can develop into the epimastigote and
promastigotg types, but it finally develops into the
trypomastigote type. When this organism is sucked by the
vector assassin bugs, it goes through the atrichous type into
the metacyclic Trypanosoma type in the body, and is excreted
in the feces. It requires about 10 days for development in
the insect body.

The vector assassinbug is a relatively large size insect
and divided into many known species, and examples of important
species include T'riatoma infestans which is distributed over
the southern part of South America including Argentina,

Rhodnius prolixus distributed over the northern part of South
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America, and Central America, and Panstrongylus megistus in
Brazil. Whenapersonisstungbysuchinsect, it causes severe
pain and itching, and infection occurs when the person
scratches the sting wound and the Trypanosoma in the insect
feces excreted on the skin is rubbed into the wound. An
assassin bug occurs frequently in a house, and sucks blood
at night. Male and female adults, young insects and larvae
can be a vector.

When stung by an insect and infected with Trypanosoma
cruzi, a red boss called chagoma forms at the site. Symptoms
appear after a one to two-week latent period. Acute symptoms
occur mainly in infants. Such conditions as high fever,
eruption, lymphadenitis, hep;tosplenqmegaly, facial and
unilateral, inparticular, blepharedema called Romana symptom,
myocarditis and meningoencephalitis may occur and sometimes
result in death after a disease progress over 2 to 4 weeks.
An infant patient who has passed through an acute stage shifts
to a chronic stage, while an adult patient tends to-go through
a chronic course from the beginning. Examples of cardinal
symptoms during the chronic stage includemyocarditis, cardiac
ﬁypertrophy and giant colon.

Diagnosis of Chagas' disease includes, starting with
checking for the characteristic symptoms mentioned above,
morphological detection of the protozoa using smear/Giemsa
stained specimens from blood and lymph node aspiration, the
protozoan culture detection method using synthetic culture

medium, theanimal inoculationmethodwhichinvolves injecting
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the sampled material into rats or mice so as to multiply in
the body, the vector diagnosticmethod which involves allowing
uninfected assassin bugs to suck.blood from a patient then
detecting the protozoa that has multiplied in the insect

intestine twoweeks later, or immunological diagnosticmethods

such as endodermal reaction, complement fixation reaction,

" and fluorescent antibody technique. However, any of these

methods requires skill and complex procedures, posing
sensibility and specificity problems.

Nifurtimox and benznidazole have been used as a treatment
for Cliagas' disease (Docampo, R. & Moreno, S. N. S., FASEB
J. 45, p2471-2476, 1986; Henderson, G.B., et al., Proc. Natl.
Acad. Sci. USA, 85, p5374-5378, 1988; Docampo, R., Chem. Biol.
Interactions, 73, pl-27, 1990). However, these drugs are
effective for only the early infection phase {(Braga M.S., et
al., Rev. Inst. Med. trop. S. Paulo, 42, pl57-161, 2000), and

nothing is known about the mechanism of action except that

‘ the involvement of radicals such as reactive oxygen has_been

suggested (Boveris, A. R. etal., Biochem J., 175: 431-439,
1978; Boveris, A. etal., Comp. Biochem. Physiol., 61C: 328-329,

* 1978; Docampo, R. & Stoppani, A.0., Arcch. Biochem. Biophys.,

197: 317-321, 1979; Viode, C. N. et al, Biochem. Pharmacol.,
57: 549-557, 1999). Besides, they cause strong adverse

effects and are carcinogenic. The antimalarial primaqui:ne
is thought to be effective to some extent, but other drugs
which are effective in treating African trypanosomiasis and

leishmaniasis are ineffective against Chagas' disease and no
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vaccihe for Trypanosoma cruzi has been developed. Thus there
is no efféctive drug for treatment of Chaqgas' diseasr.
Therefore, there is a need worldwide to search for a new target
molecule for the development of drugs to address Chagas'
disease {World Health Organization TDR news 67: 15, 2002).
Meanwhile, the lnventors have indicated the

possibilities that parasitic protozoan such as malarial

. parasite and Trypanosoma brucei, the pathogen of African

trypanosomiasis, have a metabolic system to biosynthesize
prostaglandins (PGs), which possess sleep inducing,
vasodilating and immunosuppressing actions, fromarachidonic

acid, that the PG synthesis system in these protozoans is

irresponsive to inhibitors of the mammalian enzyme

(cyclooxygenase), and that these protozcans may use PGs to
establish parasi.tism. in the host (Kubata B. K. et al., J. Ex'p.
Med. 188: 1197-1202, 1998; Kubata B. K. et al., J. Exp. Med.
192: 1327-1337, 2000). Then, the inventors purified from the

soluble fraction of Trypanosoma brucei all lysates,

. Trypanosoma brucei PGF synthase enzyme (TbPGFS) , which reduces

prostaglandin H; (PGHz), the common precursor of various PGs,

" toprostaglandin Fa, (PGF2¢) and cloned the gene and ¢cDNA thereof,

demonstrating that TbPGFS belongs to the aldoketo reductase
gene family (Kubata B. K. et al., J. Exp. Med. 192: 1327-1337,
2000) . However, it was not made clear whether or not
Trypanosoma cruzi, which forms a cytozoon, has a PG

biosynthetic pathway as malarial parasite and Trypanosoma



10

15

20

25

brucei, which have different infection routes and taxonomical

positions.

DISCLOSURE OF THE INVENTION
(Problems to be Solved by the Invention)

It is an object of the present invention to provide a
new target molecule for the development of drugs for Chagas'

disease as well as to provide a method of screening therapeutic

_drugs for Trypanosoma cruzi infection and a diagnostic.

The inventors have conducted intensive studles toachieve

the object, and completed the invention based on the findings
as follows:
1) Trypanosoma cruzi also has the metabolic system that
biosynthesizes prostaglandin (PG) from arachidonic acid, and
the PG synthetic system of this protozoan is not inhibited
by inhibitors of the mammalian enzyme (cyclooxygenase). It
isverylikely that Trypanosoma cruzi also uses PG to establish
parasitism il; the host as Trypanosoma bruci does.

2) The soluble fractionof Trypanosoma cruzihasanenzymatic

activity to reduce PGH; to PGF2; in the presence of NADPH or
- NADH, and the activity is not absorbed by an antibody to the

Trypanosoma PGF synthetic enzyme (TbPGFS). SincetheT. cruzi
PGFy; synthesizing protein has not been detected in other

protozoanparasites, suchas Trypanosoma bruceiand leishmania,
or mammals including humans, it is thought to be peculiar to

Trypanosoma cruzi.

(o



10

15

20

25

3) The PGH;-PGF,y reductase purified from the Trypanosoma
cruzi soluble fractionis a flavoprotein containing equimolar
FMN.

4) cDNA of the protein has a protein translation region of
1,140 base pairs, and encodes a protein of molecular weight
of 42,260 consisting of 379 amino acid residues.

5) From homology analysis based on the predicted amino acid
sequence, this enzyme belongs to the old yellow enzyme (NADPH

dehydrogenase) gene family, which 1s absent inanimals. Thus,

this enzyme was designated TcOYE.

6) The recombinant TcOYE produced and purified in large
quantities through expression in E. coli using the cDNA
exhibits a PGH;-PGFz, reductase activitywith specificactivity
similartothat of theenzymepurified fromthe soluble fraction
of Trypanosoma cruzi. Under anaerobic condition, the
recombinant TcOYE catalyzes the reduction reaction of
compounds lethal to Trypanosoma, such as hydrogen peroxide
and butyl peroxide, as well as menadione, P-lapachone,
nifurtimox, and 4-nitroquinoline-N-oxide.

3 TcOYE converts naphtoquinone compounds such as menadione

and PB-lapachone to semiquinone radicals by one-electron

reduction. Ontheotherhand, whenthe substrateisnifurtimox
or 4-nitroquinoline-N-oxide, TcOYE conducts two-electron

reduction and does not produce radicals.

8) Polyclonal antibodiés to the TcOYE immunoprecipitate

almost completely the activity of the PGH2-PGF, reductase

present in the soluble fraction of Trypanosoma cruzi and the
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.activity to reduce such compounds as menadione, p-lapachone,
nifurtimox and 4-nitroquinoline-N-oxlde.

Since TcOYEhasnot been found inotherprotozoanparasites,
suchas Trypanosoma bruceiand leishmania, ormammals including
humans, it may provide a good target for the development of
trypanocidal drugs specific for Trypanosoma cruzi. In a
screeningof anenzymaticreactionusingthe recombinant TcOYE,
the compounds that will undergo one-electron reduction to
produce radicals are expected to have an antiparasitic effect
against Trypanosoma cruzi, while the compounds that will

undergo two—-electron reduction are expected to be decomposed

'easily by Trypanosoma cruzi.

In addition, detection of the TcOYE protein and gene by
an immunological method using antibodles to TcOYE and a
molecular biological method using the nucleotide sequence of
the TcOYE gene, such as the RT-PCR method, can bg applied in
developing a highly specific and simple method for diagnosing
Trypanosoma c.ruzi infection.
(Solutions)

.The present invention relates to the flavoprotein TcOYE

‘derived from Trypanosoma cruzi, having the enzymatic activity

to reduce prostaglandin H; to prostaglandin Fa,.

In one aspect, the present invention relates to the
recombinant protein of (a), (b) or (c) below:
(a) a protein containing the amino acid sequence represented

by SEQ ID NO: 2

f2.
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{b) aprotein comprising an amino acid sequence havingdeletion,
substitution or addition of one or more amino acids in the
amino acid sequence represented by SEQ ID No: 2, and having
an enzymatic activity to reduce prostaglandin H; to

prostaglandin Fau

(c) a protein comprising a fragment of the amino acid sequence
represented by SEQ ID NO: 2, and having an enzymatic activity
to reduce prostaglandin Hz; to prostaglandin Fag.

The present invention further relates tothe gene encoding
the protein -described above.

In one aspect:., the present invention relates to the gene
above consisting of the DNA containing the base sequence of
SEQ ID NO: 1.

The present invention furthe'r relates to an antibody to
the protein described above.

The present invention fu;ther relates to a method of
screening for _trypanocidal drugs against Trypanosoma cruzi
infection, comprising the steps of:

(i) preparing the proteih described above and prostaglandin
Hz,

{ii) contacting the protein and prostaglandin H; with a
candidate compound in the presence of NADPH or NADH, and
(iii) examining whether or not the reduction of prostaglandin
Ha to prostaglandin F; is inhibited.

In another aspect, the present invention further relates
toamethodof screening trypanocidal drugsagainst I'rypanosoma

cruzi infection, comprising the steps of:

(3



10

15

20

25

10

(1) incubating the protein described above with a candidate
compound in the presence of NADPH or NADH, and

{(i1) determining whether or not the compound produces radicals
és a result of one-electron reduction by the protein.

The present invention further relates to a method of
diagnosing Trypanosoma cruzi infection, comprising the steps
of:

(i) incubating a specimen or the extract of a specimen with
the antibody described above, and

(il) examining whether or not an antigen/antibody complex
forms.

In another aspect, the present invention relates to a
method of diagnos_ing Trypanosoma cruzi infection, comprising
the steps of:
éi) reacting a specimen or the extract of a specimen with the
gene described above or a fragment thereof, and
(1i) examining whether or not they hybridize to each other.

In anotheé aspect, the present invention relates to a
method of diagnosing Trypanosoma cruzi infection, comprising
the steps of:

(i) preparing DNA collected from a specimen or cDNA synthesized

from mRNA in a specimen using reverse transcriptase,

" (ii) performing PCR using this DNA or cDNA as a template, and

using the nucleotide sequence contained in the cDNA of TcOYE
of SEQ ID NO: 1 as a sense primer and an antisense primer,

(iii) examining whether or not the cDNA of TcOYE is amplified.

i4
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BRIEF DESCRIPTION OF THE DRAWINGS

Figure 1 is a graph showing production of prostaglandin
by the crude extract of T:ypanosoqla cruzi;

Figure2 isaviewofasilicagel thin layer chromatograph
detecting [1-14c]-PGF5, from the reduction of [1-14c]-PGH2 in
tl{e presence of NADPH in the Trypanosoma cruzi soluble
fraétign;

Figure 3 is a view of an SDS polyacrylamide gel
electrophoresis profile of the purified enzyme from
Trypanosoma cruzi showing a uniform band at molecular weight

of 42,000;

Figure 4 is a table showing the yield and purification

ratio by the purification steps of the prostaglandin Hy-Faq
reductase from Trypanosoma cruzi;

Figure 5 is an absorption spectrum in the visible region
of the oxidation-state PGH,-F», reductase purified from
Trypanosoma cruzi;

Figure 6 is a schematic view showing expression of the
recombinant TcOYE and an SDS polyacrylamide gel
electrophoresis profile of the specimen in different
purification steps;

Figure 7 is a table showing the substrate épecificity
of reduction reaction by the recombinant TcOYE;

Figure 8 is a view showing electron spin resonance spectra
of semiquinone radicals produced through one-electron

reduction of naplitoquinone compounds by TcOYE and superoxide

15
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anion radicals produced through secondary reaction with
oxygen;

Figure 9 is a graph showing inhibition of the PGH2-F2a
reductase activity of TcOYE by naphtoquinone compounds and
nitro hetero-cycle compounds;

Figure 10 is a view of Western blot assay using a crude
extract of Trypanosoma indicating the specificity of
anti-TcOYE antibody;

. Figure 11 is a schematic view of a silica gel thin layer
chromatograph showing immunoabsorption of the PGHz-Faq
reducta..-.e activity in the Trypanosoma cruzi soluble fraction
by an anti-TcOYE antibody; and

Figure 12 is a table showing immunoprecipitation by tht_a
anti-TcOYE antibody for the enzymatic activity to reduce
menadion,ﬂ—lapachone,nifurtimox;4—nitroquinoline—N—oxide

in the crude extract of Trypanosoma cruzi.

DETAILED DESCRIPTION OF THE INVENTION
The present invention relates to the flavoprotein TcOYE

derived from Trypanosoma cruzi, having the enzymatic activity

_to reduce prostaglandin H; to prostaglandin F2q in the presence

of NADPH or NADH.

The present invention further relates to the recombinant
protein of (a), (b) or (c) below:
(a) a protein containing the amino acid sequence represented

by SEQ ID NO: 2
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(b) a protein (hereinafter sometimes referred to as "variant
TcOYE") comprising an amino acld sequence having deletion,
substitution or addition of one or more amino acids in the
amino acid sequence represented by SEQ ID No: 2, and having
an enzymatic activity to reduce prostaglandin Hz to
prostaglandin Faq
(c) a protein (hereinafter sometimes referred to as "TcOYE
fragment™) containing a fragment of the amino acid sequence
represented by SEQ ID NO: 2, and having an enzymatic activity
to reduce prostaglandin H; to prostaglandin Fae.

This protein (TcOYE) has the following properties.
(1} It contains equimolar flavin mononucleotide (FMN), and

has a molecular weight of about 42,000.

(2) It has an enzymatic activity to reduce PGHz to PGFz, in
the presence of NADPH or NADH.

(3) It also reduces hydrogen peroxide, butyl peroxide, °

menadion, p-lapachone, 4-nitroquinoline-4-oxide, nifurtimox,
phenazine methosulfate (5-methyl-phenazium methyl sulfate),

mevinolin (2B,

6a-dimethyl-8a- (2-methyl-1-oxo-butoxy)-mevinic acid

lactone), 12-oxo-phytodiencic

acid (4-oxo-5p- (22-pentenyl)-2-cyclopentene-1p~octanoic
acid), 9-oxo-10E, l2Z-octadecadienoic acid,
econazole(l-{2-{[4-chlorophenyl]methoxy)—-2-(2,4-dichlorop
henyl)ethyl-1H-imidazole)].

£y
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(4) Reductionreactionsincludeone-electronreductionwhere
the substrate produces radicals and two-electron reduction
where no radicals are formed.

(5) The enzymatic activity to reduce PGH; to PGF2q 13 absorbed
completely by the anti-TcOYE antibody.

(6) The enzymatic activity to reduce PGH; to PGFi, is not
absorbed by the anti-TbPGFS antibody.

The inventors succeeded in cloning the cDNA encoding the
protein TcOYE from T'rypanosoma cruzi. The cDNA has the base
sequence of SEQ IDNO: 1. Therefore, TcOYE has the predicted
amino acid sequence of SEQ ID NO: 2.

This protein (TcOYE) can be produced through isolation
from Trypanosoma cruzi, but it is preferable to produce the
protein using genetic recombination technology.

Procaryotes can be used for producing the protein of the
present invention. Examples of procaryotes suitable for the
production of the protein of the present invention include
Escherichia coli K-12 294 and other E. coli strains, bacillus
species such as Bacillus subtilis, intestinal bacteria such
as Salmonella typhimurium and Seratia marcescans, various
Pseudomonas species and Strqptom&ces species.

Examples of promoter sequences suitable for controlling
gene expression in procaryotes include B-lactamase, lactose,
alkaline phosphatase and tryptophan (trp) promoters. Hybrid
promoters suchas tacpromotermayalsobe suitable. Generally,
other bacterial promoters with known base sequences may be

linked to the DNA encoding the protein of the present invention

(%
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by use of a linker or an adapter that provides any necessary
;estriction site.

The term "gene" as used herein refers to any molecule,
such as DNA or RNA, having a nucleic acid sequence with the
sequence described above. |

The present invention relates also to a vector, and
especially a plasmid, cosmid, virus, bacteriophage and other
conventional vectorsused ingeneticengineering that contains
the nucleic acid of the present invention. Various plasmids
and vectors can be created using methods known to those skilled
in the art. See for example, Sambrook, Molecular Cloning A
Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory (1989) N.Y.
and Ausubel, Current Protocols in Molecular Biology, Green
Publishing Associates and Wiley Interscience, N.Y. (1989),
(1994). Plasmids and vectors preferably used according to
the present invention include t_:ﬁose known to those skilled
in the art.

Inapreferred embodiment, anucleicacidmolecule present
in a vector is linked to the control sequence that can express
the gene in procaryotic or eucaryocytic cells.

The term "control sequence" refers to a regulatory DNA
sequence necessary for the expression of the coding sequence
to which it is linked. Properties of such control sequence
varydependingonthe host organism. Inprocaryotes, acontrol
.'sequence generally contains a promoter, a ribosome-binding
site and a terminator. In eucaryotes, a control sequence

generally contains a promoter, a terminator and in some cases

(1
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a transactivatororatranscription factor. The term"control
sequence” implies that at least all components necessary for
expression are contained, and other useful components may be
contained.

' The term "operably linked" implies a position that allows
the component to operate in the intended manner. A control
sequence "operably linked" to a coding sequence means that
it is linked in a manner such that the expression of the coding
sequence may be achieved under the condition compatible to
thecontrol sequence. Whenthecontrol sequence isapromoter,
a double-stranded nucleic acid is preferably used, as is well
known to those skilled in the art.

Therefore, preferably the vector according to the present
invention is an expression vector. "Expression vector" is
a construct that can be used to transform a selected host cell
a'md e;tpress a coding sequence in the selected host cell. For
example, the expression vector can be a cloning, binary or
integrating vector. Preferably the expression includes
transcription of a nucleic acid molecule to a translatable
mRNA. Regulatory factors that ensure expression in
procaryotic and/or eucaryotic cells are known to those skilled
intheart. 1Inthecaseof eucaryotes, suchregulatory factors
contain a promoter ensuring the initiation of transcription
and, in some cases, a poly A signal ensuring the termination
of transcription and the stabilization of transcripts.
Promoters generally used are a polyubiquitin promoter and an

actin promoter. Other regulatory factors may include a
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transcription enhancer. Possible regulatory factors

enabling expression in procaryotic host cells include, for
example, PL, lac, trp or tac promoters in E. coli. Examples
of appropriate regulatory factors known to those skilled in

the art which enable expression in eukaryotic host cells

include AOX1 or GALl promoter in yeast, CMV- in mammalian and

otheranimal cell,.S\MO—, RSV- (aviansarcomavirus) promoters,
CMV enhancer, SV40 enhancer or the expression vector pcDV1
(Pharmacia) of Okayama-Berg which is globin intron, and the
expression vectors pCDM8, pRc/CMV, pcDNAl, PcDNA3
(In-vitrogen) _and pSPORT1 (GIBCO BRL). Another expression
system which can be used to express the protein is an insect
system. By one such system using Autographa california’
nuclear polyhedrosis virus (AcNPV) as a vector, a foreign gene
is expressed in Spodoptera frugiperda cells or Trichoplusia

larvae. The coding sequence of the gene of the present

invention may be cloned into nonessential viral regions such

as the polyhedrin gene, and placed under the .control of the
polyhedrin promoter. Successful insertion of the coding

sequence would inactivate the polyhedrin gene and produce a

-recombinant virus lacking in a coat protein. The recombinant

virus is used to infect Spodoptera frugiperda cells or
Trichoplusia larvae, in which the protein of the present
invention is expressed (Smith, J. Virol. 46 (1983), 584;
Engelhard, Proc. Nat. Acad. Sci. _USA 91 (1994), 3224-3227).
Advantageously, the vector of the present invention described

above contains a selectable marker.
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The present invention further relates to a host cell
containin§ the vector described above or the gene of the
invention wherein the nucleic acid sequence is exogenous to
the host cell. .

The term "exogenous" implies that a nucleic acidmolecule
iseiéherheterologoustoahostcell(meaningthatitisderived
froma cell or organismhaving a different genetic background)
or homologous to a host cell but it has a different genetic
background from the natural counterpart of the nucleic acid
molecule. This means that if the nucleic acid molecule is
homologous to a host cell, it is not located at the natural
site in the genome of the host cell and is surrounded, in
particular, by different genes. Iq this case, the nucleic
acidmolecule may be under the control of the original promoter
or a heterologous promoter. The vector or gene of the preser;t
invention contained in a host cell may be incorporated into
thegenomeofthehostcellormaintainedoutsidethechroﬁosome
within the ceil. In this regard, the gene of the present
invention may be used to recover or create a variant gene by

homologous recombination (ed. Paszkowskl, Homologous

‘Recombination and Gene Slicing in Plants, Kluwer Academic

Publishers (1994)).

' .Thus, the present invention relates to a host cell
containing the vector or gene of the present invention. The
host cell may be any procaryotic or eucaryotic cell including

bacteria (archaebacteria), insects, fungi, plantsandanimals.

22
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Preferably, the fungal cell is Saccharomyces species, and
especlially Saccharomyces cerevisae.

The term "procaryotic" is used to include all bacteria
that can be_transformed or transfected with DNA or RNA for
the expression of the protein of the present invention.
Procaryotichostscaninclude,forexample,gram-positiveaﬂd
giam—negativebacteriasuchasE.coli,S.txphimurium,Seratia
marcescens and Bacillus subtilis. The term “"eukaryotic"” is
used to mean cells of yeast, higher plants, insects, and
preferably mammals. The protein encoded by the
polynucleotide of the present invention may or may not be
glycosylated by the host used for the productlion of a
recombinant. The protein of the present invention may or may
not have the first amino acid residue methionine. Any
technique generally known to those skilled in the art may be
used to transform or transfect a host with the gene of the
present invention. Furthermore, methods for fusion, .
preparation of a functionally-bound gene, and expression
thereof in, for example, in mammals and bacteria are known
to those skilled in the art (Sambrook, Molecular Cloning: A
LaboratoryManual, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring
Harbor, NY, 1989).

The present invention further relates to the gene encoding
the protein of (a), (b) or (c) below:

(a) flavoprotein TcOYE derived from' T'rypanosoma cruzi, having
an enzymatic activity to reduce prostaglandin Hz to

prostaglandin Fza in the presence of NADPH or NADH.
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(b) a protein containing the amino acid sequence represented
by SEQ ID NO: 2

{c) aprotein c‘omprising an amino acid sequence havingdeletion,
substitution or addition of one or more amino acids in the
amino acid sequence represented by SEQ ID No: 2, and having
an enzymatic activity to reduce p'rostaglandin Hz to
prostaglandin Faq

(d) a protein containing a fragment of the amino acid sequence
represented by SEQ ID NO: 2, and having an.-enzymatic activiti(
to reduce prostaglandin Hz to prostaglandin Fa,.

In one aspect, the gene encoding the protein having the
amino acid sequence represented by SEQ ID NO: 2 consists of
the DNA containing the base sequence of SEQ ID NO: 1. There
can be many base sequences depending on how the genetic code
is degenerated.

The invention further relates to an antibody to:

(a) a protein c-_ontaining the amino acid sequence represented
by SEQ ID NO: 2

(b) a protein (hereinafter sometimes referred to as "variant
TcOYE") comprising an amino acid sequence having deletion,
substitution or addition of one or more amino acids in the
amino acid sequence represented by SEQ ID No: 2, and having
an enzymatic activity to reduce prostaglandin H; to
prostaglandin Faq, or

(c)} a protein containing a fragment of the amino acid sequence

represented by SEQ ID NO: 2, and having an enzymatic activity

to reduce prostaglandin H: to prostaglandin Fpq.

|
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These proteins can be used as a source of immunity to
produce an antibody thereto. These antibodies can be
polyclonal or monoclonal antibodies. The present invention
also includes chimera, single chain and humanized antibodies
as well as Fab fragments or the products of a Fab expression
library. Various methods known in the art can be used for
the production of such antibodies and fragments.

Antibodies generated against the protein corresponding
to the sequence of the present invention can be obtained by
injecting the proteindirectly into ananimal or administering
the prdtein to an animal, preferably non-human animal. Th.e
anti-TcOYE antibody obtained in such manner binds to TcOYE
itself, and absorbs completely the PGH;-PGF;, reductase
activity. Using this method, even a sequence encoding a
fragment of a protein can be used for producing an antibody
binding to the complete natural protein.

Any technology providing an antibody produced by
continuous cell culture can be used to prepare a monoclonal
antibody. Examples of such technologies include hybridoma
technology (Kohler and Milstein, 1975, Nature, 256: 495-497),
trioma technology, human B cell hybridoma technology (Kozbor
et al., 1983, Immunology Today 4: 72) and EBV-hybridoma -
technology to produce human monoclonal antibody (Cole et al.,
1985, Monoclonal Antibodies and Cancer Therapy, Alan R. Liss,
Inc., 77-96).

28
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The present invention relates to a method of screening
trypanocidal drugs against Trypanosoma cruzi infection,
comprising the steps of:

(i) preparing the protein TcOYE and prostaglandin H2,

fii) incubating the protein and prostaglandin H2 with a
candidate compound in the presence of NADPH or NADH, and
(iii) examining whether or not the reduction of prostaglandin
H2 to prostaglandin F2a is inhibited.

An example of the reaction is as follows. For reaction
under aerobic condition, 1 pl of 500 uM [1-14C] PGH; solution
(2.04 Gbg/mmol; acetone, DMSO or dimethylether diethylene
glycol solution) is added to 100 ul of 100 mM phosphate buffer
(pH 7.0) containing a NADPH produ_ction system (100 pM NADP,
100 pM glucose-6-phosphate, 1 unit of glucose-6-phosphate
dehydrogenase), TcOYE and an inhibitor, and is allowed to react
at 37°C for two mlnutes. For reaction under anaerobic
lcondition, after bubbling the reaction mixture with argon gas
for five minutes, 100 uM NADPH or NADH and 1 pl PGH; solution
are added, and the mixture is allowed to react in argon gas
at 37°C for two minutes.

250 pl of a stop solution (diéthyl ether:methanol:2M
citric acid (30:4:1 mixed solution)) at -20°C and an excess
amount of anhydrous sodium sulfate are added to stop the
reaction, and the remaining substrate ([1-14C]PGH2) and the
enzymatic reaction product ([1-14C]PGFj,) are extracted in
ether at the same time. Part (about 50 pl) of the ether layer

is applied onto a silica gel thin layer {Merck & Co.) in a

26
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low-temperature room, and thin-layer chromatography
(eluent:diethyl ether:methanol:acetic acid (90:2:1 mixed
solution)) isperformedinarefrigerated roomat -20°C. After
development, autoradiography of the thin layer plate is
performed using the image analyzer FL2000 (Fuji Photo Film},
and the substrate to product ratio is calculated to determine
enzymatic activity.

When non-labeled PGHZ is used, the substrate and a product
afterreactionaredeterminedbyseparationusingLC-MS (liquid
chromatography-mass spectrometry; Waters Alliance LC-MS
system, 2690 separationmodule, 996 photodiode arraydetector,
ZQ4000massdetector; Inertsil-0ODS3column)}, and the substrate
toproduct ratioiscalculatedsimilarlytodetermineenzymatic
activity.

The enzymatic reaction described above is conducted in
the presence or absence of an inhibitor and a ciecrease in the
reaction rate due to the inhibitor is examined to determine
whether or not t.he reduction is inhibited. Because it is very
likely that Trypanosoma cruzi uses prostaglandin to sustain
parasitism in host cells, an inhibitor of TcOYE may be used
to inhibit Trypanosoma cruzi parasitism in host cells.

The present invention further relates to a method of
screening trypanocidal drugs against Trypanosoma cruzi
infection, comprising the steps of:

(i) incubating the protein TcOYE with a candidate compound

in the presence of NADPH or NADH, and

2}
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(ii) determining whether or not the compound produces radicals
as a result of one-electron reduction by the protein.

One milliliter of 100 mM phosphate buffer (pH 7.0)
containing TcOYE and a substrate candidate is bubbled with
argon gas for five minutes to make an anaerobic environment.
Then, 100 uM NADPH or NADH is added to the reaction mixture

and allowed to react at 37°C under anaerohic condition, and

the decrease in NADPH or NADH is followed by determining
absorbance at 340 nm.

Generation of radicals as a result of one-electron
reduction is determined as follows. A hundred microliter of
5mM tris-HCl buffer (pH 7.0) containing TcOYE and a substrate
candidate is displaced with argon gas for 5 minutes to make
an anaerobic environment.. Then, 10 mM NADPH or NADH is added
to the reaction mixture and allowed to react at 25° or 37°C
for 3minutes under anaerobic condition. Part of the reaction
mixture is analyzed with an electron spin resonance
spectrometer iJEOL X-band spectrometer) to determine the
generation of radicals. The measurement conditions and
analytical method are described in the paper below. It is
believed that the radicals produced react with oxygen to
generate superoxide anion radicals (Moreno S.N.J. et al.,
J.Biol. Chem. 259: 6298~6305, 1984), which kill Trypanosoma
cruzi.

The present invention further relates to a method of
diagnosing Trypanosoma cruzi infection, comprising the steps

of:

28
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(i) incubating a specimen or the extract of a specimen with
the anti-TcOYE antibody described above, and

(ii) examining whether or not an antigen/antibody complex
forms.

Examples of specimens used for diagnosis include blood
samples from suspected patients with Trypanosoma cruzi
infection, biopsies such as muscular tissues, and body fluids
such as cerebrospinal fluid. The term "extract of a specimen”
refers to protein, DNA or RNA which is extracted from the
gpecimen described above.

The specimen described above is allowed to react with
hyposmotic buffer solution to extract TcOYE from infecting
Trypanosoma cruzi. The extract is allowed to react with an
anti-TcOYE antibody to determine whether or not an
antigen/antibody complex forms.

In addition, tissue sectlions and smears may be allowed
to react with an anti-TcOYE antibody, then with a suitable
fluorescent material or an enzyme-labeled secondary antibody
to visualize localization of Trypanosoma cruzi.

Ordinary western blotting} the ELISA method using an
immobilized antibody or the latex coagulating method can be
ﬁsed for the detection of an antigen—éntibody complex. The
immunohistochemical stain method commonly used (enzyme
antibody stain and fluorescent antibody stain) can be used

for detection in tissue sections and smear samples.

29
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The present invention further relates to a method of
diagnosing Trypanosoma cruzi in‘fectiqn, comprising the steps
of:

(i) incubating a specimen or the extract of a specimen with
the gene encoding.TcOYE or a fragment thereof, and
(ii) examining whether or not they hybridize to each other.

The DNA extracted from the specimen described above is
digested with various restrictlion enzymes, and DNA fragments
are separated by agarose gel electrophoresis and transcribed
onto a nylon film. The transcribed film is allowed to react
with a cDNA or RNA probe of TcOYE labeled with a radioisotope
or digoxigenin to determine the presence of a gene binding
the probe (southernblotting). Alternatively, RNA extracted
from the specimen described above may be used to determine
the presence of the mRNA of TcOYE in a similar manner (northern
blotting).

For the detection of the TcOYE gene or mRNA in tissue
sections and s;nears, the in situ hybridization method may be.
used with a cDNA or RNA probe of TcOYE which is labeled wifh
a radioisotope or digoxigenin.

The present invention further relates to a method of
dlagnosing Trypanosoma cruzi infection, comprising the steps
of:

(i) preparing DNA collected froma specimen or cDNA synthesized

from the mRNA in a specimen using reverse transcriptase,
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(ii) performing PCR using this DNA as tempiate, and using the
nucleotide sequence contained in the cDNA of TcOYE of SEQ ID
ﬁo: 1l as a sense primgr and an antisense primer, and
(1ii) examining whether ox not the cDNA of TcOYE is amplified.

For example, a sense primer (for example,
5'-ATGGCGACGTTCCCTGAACTCC-3') (SEQ IDNO: 8) and an antisense
primer {for example, 5"-TTATTTGTTGTACGTCGGGTA-3') (SEQ IDNO:
9) contained in cDNA of TcOYE may be used for polymerase chain
reaction (PCR) using the DNA from a small amount of body fluids
infectedwith I'rypanosoma cruzi, such as whole blood, muscular
tissue and cerebrospinal fluid, as template to determine
whether or not the cDNA of TcOYE is amplified. The PCR method
includes, for example, a cycle of 95°C for 5 minutes for DNA
élenaturation, and 30 cycles for amplification each consisting
of 95°C for 1 minute for DNA denaturation, 56°C for 30 seconds
for primer binding and 72°C for 1 minute for elongation by
DNA polymerase.

The following examples further illustrate the present
invention, but are not intended to limit the scope of the

inventicn.

Examples
Example 1

Prostaglandin synthesizing system in Trypanosoma cruzi

The vegetative form (epimastigote) of Trypanosoma cruzi
"iNIH strain in the insect body (obtained from the National
Institute of Infectious Diseases (1-23-1, Toyama, Shinjuku-ku,

Tokyo)) was incubated by the conventional method (Nozaki T.
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et al., J. Biol. F:hem. 276: 6516-6523, 2001) using synthetic
culture medium. The cultured protozoa was destroyed by
hyposmotic treatment and allowed to react with arachidonic
acid, and the PGs produced were extracted with an organic
solvent and separated/purified by HPLC. Determination using
acommercial kit (KubataB.X.etal., J. Exp.Med. 188: 1197-1202,
1998) showed that the crude extract of Trypanosoma cruzi
produced PGDz;, PGE; and PGFz, actively (see Figure 1).
Production of these PGs was completely prevented by heat
treatment at 100°C for 20 minutes, but was unaffected by 3
KM Aspi'rin or 42 uM indomethacin, which completely inhibit
PG production in mammals.

Example 2

Prostaglandin H,-Faq reductase activity in Trypanosoma cruzi

40 pM [1-14C)-PGH2 is allowed to react with 500 uM NADPH
in0.1Mphosphatebuffer (pl-l 7.0) undergoing argon gas bubbling

at 37°C for 2 min_utes under anaerobiccondition. Ifthesoluble

fraction of Trypanosoma cruzi is added, almost all PGH; is

converted into PGFy; (see Figure 2). However, this conversion

will not take place unless the heat-denatured soluble fraction
of Trypanosoma cruzi or NADPH is added.

Example 3

Purification of the prostaglandin H2-F2a reductase from

Trypanosoma cruzi and amino acid sequencing thereof

The soluble fraction of Trypanosoma cruzi was subjected
to ammonium sulfa_te fractionation and the 20 to 80% ammonium

sulfatesaturationfractionswerecollected. These fractions
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were fractionated by gel filtration column chromatography
(Hiload 16/60 Superdex 200 pg column, Amersham Pharmacia’
Biotec). The active fraction was concentrated with a
Centricon concentrator (Millipore) with a cut-off value of
3,000 molecular weight, dialyzed in 20 mM phosphate buffer
!pH 7.0), adsorbed by reversed phase column chromatography
(Resource PHE reversed phase column, Amersham Pharmacia
Biotec) equilibrated with 20 mM phosphate buffer (pH 7.0}
containing 2 mol ammonium sulfate, and eluted with
reverse-gradient ammonium sulfate, ranging from 2 mol to O
mol, containing 0.1% Tween20. The active fraction was
dialyzed in 20 mM Tris-HCL buffer (pH 8.0), adsorbed to an
ion exchange resin column (Hiprep 16/60 DEAE ion-exchange
column, Amersham Pharmacia Biotec) equilibrated with this
buffer and eluted in a linear concentration gradient of NaCl
ranging from0to 400mM. Gel filtrationcolumnchromatography
(Hiload 16/60 Superdex 200 pg column, Amersham Pharmacia
B-iotec) of the ;Elctive fraction resulted in a purified enzyme
displaying a uniform band at molecular weight of 42,000 on
SDS polyacrylamide gel electrophoresis, with a specific
activity of about 700 nmol/min/mg protein and a yield in terms
of PGH;-Fz, reductase activity of about 1% with an about
1630-fold purification ratio (see Figures 3 and 4).
Purified PGH2-PGF2a reductase binds a yellow pigment.:
Its absorption spectrum in the visible range has an absorption

maximum near 379 nm and 462 nm when in oxidation state. The

visible absorption spectrum disappears when 100 uM NADPH is
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added to reduce the enzyme. Thus, theenzyme is a flavoprotein
that binds one molecule of flavin mononucleotide (FMN) per
molecule of the enzyme (see Figure 5).

When the purified enzyme was treated with lysyl
endopeptidase (Rosenfeld, J. et al., Anal. Biochem., 203:
173-179, 1992) and separatedby reversed phase chromatography,
three peptides were collected, whose amino acid sequences were
determined as below.

Peptide 1: AsnArgIleIleMetAlaProLeuThrArg (SEQ ID NO:

3)

Peptide 2: AspHisArglleProValTyrPheAlaAla (SEQ ID NO:
4)

Peptide 3: IleSerAsnLeuArgTyrAspPheGluGlu (SEQ ID NO:
5)
Example 4

Expression of a recombinant protein using cDNA cloning of TcOYE

and E. coli

Search of the EMBL/GenBank/DDBJ Database for the amino
acid sequences of the three peptides obtained revealed two
of the three peptides, and the remaining peptide with one
diff€rent amino acid residue, in the predicted protein
translation region of the 1,686 bp gene designated U31282
(Catmull, J. and Donelson, J. E., EMBL/GenBank/DDBJ Database,
1995, a homologous gene of the yeast old yellow enzyme gene
found with the cytozoic type of Trypanosoma cruzi, described

as a Trypanosoma cruzi reductase).

3¢



10

15

20

25

31

The base sequence below was synthesized from the
nucleotide sequence of the protein translation region of
Trypanosoma cruzi reductase as a sense primer to which an EcoRI
restriction enzyme sequence was added at the 5' end,

5'-CGGAATTCATGGCGACGTTCCCTGAACTTC-3' (SEQ ID NO: 6)
and the base sequence below as an antisense primer to which
an Xhol restriction enzyme sequence was added at the 5’ end,

5'-CCGCTCGAGTTATTTGTTGTACGTCGGGTA-3' (SEQ ID NO: 7).

Total RNA was extracted from the vegetative form of
Trypanosoma cruzi in an insect body using the Guanidine
hydrochloride-phenol method (ISOGEN solution, Nippon Gene)
and annealed to an oligo dT-adapter primer (Takara Shuzo Co.,
Ltd.) to synthesize single-strand cDNA using avian
myeloblastosis virus reverse transcriptase (Takara ShuzoCo.,
Ltd.). PCR using the synthetic sense and antisense primers
described above resulted in amplification of the cDNA
containing a protein translation region of a molecular weight
of 42,260 comérising 379 amino acid residues (SEQ ID Nos. 1
and 2). The nucleotide sequence of the cDNA obtaineddiffered

fromU31282 at 6sites, oneof whichwas accompaniedbyvariation

in amino acid residues. The entire amino acid sequences of

‘the three peptides determined with the purified enzyme were

contained in the protein translation region of the cDNA
obtained.

The cDNA obtained was inserted into the EcoRI/Xhol site
of the pGEX-4T-1 vector (Amersham Pharmacia Biotec) toproduce

a protein expression vector.
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When E. coli BL2l was transformed with this vector and
incubated for 7 hours in the presence of 0.5 mM
isopropyl-B-D-thiogalactosylpyranoside, the recombinant
TcOYE was expressed in the E. coli soluble fraction as a fusion
protein with glutathione transferase. The E. colicells were
destroyed ultrasonically and the extract was subjected to a
glutathione affinity column (glutathione Sepharose 4B,
Amersham Pharmacia Biotec) to adsorb the fusion protein to
resin, and, afterwashing, the column was treatedwith thrombin
to recover the recombinant TcOYE. Thus, highly purified
recombihantTcOYEwasproducedeasilyinlargequantities(see
Figure 6).

Example 5

Substrate specificity of the reduction reaction by the

recombiqant TcOYE

The PGHz-Fza reductase activity of the purified

recombinant TcOYE was 766 nmol/minute/mg protein, a value

representingaspecificactivityalmostsimilar tothespecimen
purified from the soluble fraction of Trypanosoma cruzi.’

The recombinant TcOYE was allowed to react with 500 pM
NADPH or NADH in argon-bubbled 0.1 M phosphate buffer (pH 7.0)
and the decrease in absorption at 340 nm was measured to
Qetermine substrate specificity for various compounds;
results showed that TcOYE reduced hydrogen peroxide and butyl
peroxide (see Figure 7). TcOYE also reduces

anti-Trypanosomal quinones and nitro compounds, such as

menadion, B-lapachone, 4-nitrogquinoline-4-oxide, nifurtimox,
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phenazine methosulfate (5-methyl-phenaziummethylsulfate),
mevinolin (2B,
éa-dimethyl—aa—(2—methyl—1—oxo—butoxy)-mevinic acid
lactone), l2-oxo-phytodienoic acid

(4-oxo-5p- (2Z-pentenyl) -2-cyclopentene-1B-octanoic acid),
9-oxo0-10E, l2Z-octadecadienoic acid, and econazole
(1-[2-{[4-chlorophenyl]methoxy)-2-(2,4-dichlorophenyl)eth
yl-1lH-imidazole)]. However, it did not reduce benznidazole
or crystal violet

(N-[4[bis[4- (dichlorophenyl)-2-{1H-imidazol-yl-methyl) -1,
3-dioxoiane-4-yl—methoxy]phenyl]piperazine]) (see Figure
7).

The electron spin resonance spectrum of the reaction
product of TcOYE was measured with a JEOL X-band spectrometer
(JEOL Ltd.) (Moreno, S. N. J. et al., J. Biol. Chem. 259:
6298-6305, 1984); a signal was detected that showed that
naphtoquinone compounds such as menadion and f-lapachone
underwent one-electron reduction and produced semiquinone
radicals. The semiquinone radicals reacted with oxygen and
produced superoxide anion radicals, which kill the protozoa
(see Figure 8). On the other hand, nitrc heterocyclic
compounds, such as nifurtimox, 4-nitroquinoline-N—-oxide or
mevinolin, underwent two-electron reduction and did not
produce radicals.

Naphtoquinone compounds andnitroheterocyclic compounds
that are reduced by TcOYE inhibit the PGH;-F», reducingactivity

of TcOYE in a dose~dependent manner. Nifurtimox inhibits the



10

15

20

25

34

activity most strongly and the inhibiting effect of menadion,
p-lapachone and 4-nitroquinoline-N-oxide is weak (see Figure
9') -

Example 6
Production of anti-TcOYE antibody

Antigen of the recombinant TcOYE (300 ug) dissolved in
5 mM Tris~HCl buffer (pH 8.0) was mixed with an equal quantity

of Freund complete adjuvant (Difco) and emulsified. The
antigen emulsion was administered to a female Japanese white
rabbit Kbl at 20 subcutaneous sites in the shoulder for
immunization. Then, every two weeks, an equal dose of the
antigen emulsified by adding an equal quantity of incomplet;a
Freund's adjuvant wasadministeredatotal of fourtimes. Four
weeks following the second immunization, blood was sampled
from the rabbit's ear vein. The blood sample was allowed to
set overnight at 4°C and the serum was collected by centrifugal
separation (10_00 X g, for 20 minutes). The blood serum was
separated by protein A sepharose chromatography (Amersham
Pharmacia Biotech), and the IgG fraction was purified.

Example 7
Anti-TcOYE antibody and immunoabsorption test of drug

metabolizing activity using the same

The antibody obtained by immunii:i.ng the rabbit with the
purified recombinant TcOYE displayed immunological
cross—-reaction with only TcOYE in the Western blot assay using
the crude extract of Trypanosoma cruzi. No proteln was

detected in the crude extract of Trypanosoma bruci or

3%
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leishmania that exhibited immunological cross-reaction or
bound TbPGFS. On the contrary, the antibody obtained by
immunizing a rabbit with the recombinant TbPGFS did not
recognize TcOYE, and no protein displaying immunological
cross-reactionwas detectedinthe crudeextract of Trypanosoma

cruzi (see Figure 10).

In an immunoabsorption test using the crude extract of
Trypanosoma cruzi, the anti-TcOYE antibody absorbed the:
PGH2-F2a reductase activity almost completely, but the
anti-TbPGFS antibody had no effect on the activity (see Figure
11) . The anti-TcOYE antibody almost completely
immunoprecipitated the enzymatic activity to reduce menadion,
B~lapachone, nifurtimox, 4-nitroquinoline-N~oxide in the
crude extract of Trypanosoma cruzi (see Figure 12}.

These results show that the activity of the PGHz2-PGF2q
reductase and the activity to reduce such compounds as
menadione, P-lapachone, nifurtimox and
4‘-nitroquinoli;ie—N—oxide in the crude extract of Trypanosoma

cruzi are mediated by TcOYE for the most part.
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CLAIMS

1. Aflavoprotein (TcOYE) derived from T'rypanosoma cruzi,
having an enzymatic activity to reduce prostaglandin Hz to
prostaglandin Fa,.

2. A recombinant protein of (a), (b) or (c) below:

(a) a protein comprising the amino acid sequence

represented by SEQ ID NO: 2

(b) a protein (hereinafter sometimes referred to as
"variant TcOYE") comprising an amino acid sequence having

deletion, substitution or addition of one or more amino acids

in the amino acid sequence represented by SEQ ID No: 2, and

having an enzymatic activity to reduce prostaglandin H; to
prostaglandin Fzq, and

(c} a protein comprising a fragment of the amino acid
sequence represented by SEQ ID NO: 2, and having an enzymatic

activity to reduce prostaglandin Hz to prostaglandin Fa,.

3. A gene encoding the protein according to claim 1 or

4. The gene according to claim 3 comprising DNA

comprising the base sequence of SEQ ID NO: 1.

5. An antibody to the protein according to claim 1 or

6. A method of screening trypanocidal-drugs for
Trypanosoma cruzi infection, comprising the steps of:
(i) preparing the protein according to claim 1 or 2 and

prostaglandin Hz,

40
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(1i) incubating the protein and prostaglandin Hz with
a candidate compound in the presence of NADPH or NADH, and

(1ii) examining whether or not reduction of pr_ostaglandin
Hz to prostaglandin Fzq is inhibited.

7. A method of screening trypanocidal drugs for
Trypanosoma cruzi infection, comprising the steps of:

(i) incubating the protein according to claim 1l or 2 with
a candidate compound in the presence of NADPH or NADH, and

(ii) determining whether or not the compound produces

radicals as a result of one-electron reduction by the protein.

8. A method of diagnosing Trypanosoma cruzi infection,
comprising the steps of:

(i) incubating a specimen or the extract of a specimen
with the antibody according to claim 5, and

(ii) examining whether or not anantigen/antibody complex
forms.

9. A method of diagnosing Trypanosoma cruzi infection,
comprising tht.a steps of:

(i) incubating a specimen or the extract of a specimen
with the gene according to claim 3 or a fragment thereof, and
_ (1i) examining whether or not the specimen or the extract
of the specimen hybridizes with the gene or a fragment thereof.

10. Amethod of diagnosing Trypanosoma cruzi infection,
comprising the steps of:

(i) preparing DNA collected from a specimen or cDNA by

synthesis frommRNA in a specimen using reverse transcriptase,

41
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(ii) performing PCR using sald DNA or said cDNA as a
template, and using the nucleotide sequence contained in the
cDNA of TcOYE of SEQ IDNO: 1 as a sense primer and an antisense
primer, and

(iii) examining whether or not the cDNA of TcOYE is

amplified.
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ABSTRACT

It is intended toprovide amethod of diagnosing inféction
with Chagas disease by screening a trypanocidal drugs for
Trypanosoma cruzi which is the pathogen of Chagas disease.
Using a flavin protein TcOYE specific to Trypanosoma cruzi,
a trypanocidal drugs effective against Trypanosoma cruzi is
screened. Using the gene sequence of TcOYE and an antibody

therefor, infection with Trypanosoma cruzi is diagnosed.
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Fig. 6
kDa1 2 3 4 b5
66— B8 e
e
2-- & o a2 kDa
30—~
s
20 - T
14 ~- )
| 1. Molecular weight marker protein
! 2. E. coli crude extract after transformation
3. OCrude extract of E. coli expressing
{ the recombinant TcOYE .
4. Recombinant TcOYE collected by thrombin
treatment
5.

Purified standard of the recombinant TcOYE

By i ¥

- o
Rl T oy e |

= e———




712

_ Fig. 1
Substrate specificity of reduction by the recombinant ToOYE
Substrate Cofactor Km Vlmx/specifif: activity
(10 W) (M) (umol/minimg)
9, 11-endoperoxide PGH, NADH — 554
NADPH 5. 0 766
Hydrogen peroxide NADPH 2. 3 99
BHP* NADPH n. d. 282
Menadione NADH - 499
NADPH 0. 82 ° 700
B-lapachone NADH 0. 17 650
NADPH — 433
4-nitroquinol in-N-oxide NADH - 759
L ' NADPH 9. 5 17110
" Nifurtimox NADH - 290
NADPH 19. O 353
> Phenazine methosulfate® NADPH 10. 4 2365
f Mevinolin® NADH n. d. 555
r
! ~ 12-oxo-phytodienoic acjd NADPH n. d. 152
i 9-oxo ODE* NADPH n. d. 54
Econazolef NADH n. d. 43
Benznidazole - n. d. N. D.
Miconazole® - - n. d. N. D.
Ketoconazo|e® - n. d. N. D.
Crystal violet' — n. d. N. D.
BHT! - n. d. N. D.
BHA" - n. d. N. D.

a: t-butyl hydroperoxide, b: 5-methyl-phenaziummethyl|sulfate), o:
2-p. 6o-dimethyl|-8a~-(2-methy|-1-oxo-butoxy)-mevinic acid lactone),
d: 4-oxo-5p-(2Z-penteny!)-2-cyclopentene-1B-octanoic acid),
e: 9-oxo-10E, 12Z-octadecadienocic acid, f: 1-[2-([4-chliorophenyl]
methoxy)-2-(2, 4-dichlorophenyl)ethyl-1H-imidazole], g: 1-[2, 4-
dichloro B-({2, 4-dichlorobenzyl]-oxo)phenethyl] imidazole,
h: cis-1-acetyl-4[4~[2-(2, 4-dichlorophenyl)-2-(1H-imidazol-1-
yl-methyl) -1, 3-dioxolane-4-y|-methoxy]lphenylpiperazine],
i: N-[4-[bis[4-(dimethylamino)-pheny|]lmethylene]-2, 5-
‘cyclohexadiene—1-y|-iden~N-methy|-methane aluminum chloride,
j: (2, 6di-tert-butyl-para-crezol), k: [2(3)-tert butyl-
4-hydroxyanisole co

N.D. : not detected

n.d. : not measured

L A
.
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Fig. 11
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L t. Trypanosoma cruzi crude extract after reaction

with control Ig@
' 2. Trypanosoma cruzi crude extract after reaction
| with anti-TbPGFS antibody
1 3. Trypanosoma cruzi crude extract after reaction

with anti-TcOYE antibody



Immunoprecipitation by the anti-TcOYE antibody of

the enzymatic activity to reduce menadion, B -lapachone, nlfurtlmox
4-nitroquinoline-N-oxide in the crude extract

of Trypanosoma cruzi

Persistent enzymatic activity (%)

-n

™
—
N

' ) 4-nitroquinolone-
Sample Menadion . B ~lapachone  Nifurtimox N-oxide

Trypanosoma cruzi

extract after .
reaction with anti- N. D. 10(x2) N. D. N. D.

TeOYE antibody

Trypanosoma cruzi
extract after
reaction with anti-
TbPGFS antibody

ciet

98(£8) 103(£3) 100(x6) 100(+10)

Trypanosoma cruzi ) '
extract after reaction 100(:4) 100(+6) 100(x10) 100(%6)
with control bovine 1gG
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SEQUENCE LISTING

<110> Osaka Bioscience Institute
(116) JAPAN AS REPRESENTED BY THE DIRECTOR-GENERAL OF

NATIONAL INSTITUTE OF INFECTIOUS DISEASES

<120> FLAVOPROTEIN FROM TRYPANOSOMA CRUZI, METHOD FOR SCREENING

EXTERMINATING AGENT FOR IT AND METHOD FOR DIAGNOSING INFECTION

THEREQF
<130> 664102

<150> JP 2002-299284
<161> 2002-10-11

<160> 9

<210> 1 ' i
<211> 1140
<212> DNA

<213> Trypanosoma cruzi

<400> 1

atggcgacgt tccetigaact tetgeggeee ctcaaattgg ggegetacac acttcgtaat
cggattatta tggctccctt gacgecgtige caggcaacag aagatgatca tgtaccaagg
acégaatcga tgctgaagta ctacgaagac cgggcatctg caggtcttat cattgccgag
gcgacgatgg tccageccaaa ctacactggg ttcctcacgg agectggeat ttactccgat
gcgcagattg aggagtggag amagatcgtg gacgeggtac acamaaaggg tggccttaté

ttcctgcaac tcattcacge tggtcgagcc gggattccgg agaagatcct tcagcagteg

60
120
180
240
300 .
360
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aagaﬁtgacc aggatccccet tgetgggege ctgcttgecg cgagtgecat tcccattaag
gaccatcgga ticctgecta ttttgetgeg agcggagaaa aggagaccta cggtgtccca
gaggagctca cggatgacga agtccgggac ggtatcatce cattgfttgt géagggggcc
asgaacgeca tctttaagge tgggtttgat ggcgttgaga ttcatggage caacggctac
ttactggacg ccttitttcg cgaatcttce macaasgecgee agtccggtce gtacgccgga
aégaccatcg acacacgatg ccaactcatc tacgatgtca ccamaagcgt ctgegatgec
gtgggaagtg accgtgtgegy getccgeata tccccactaa acggegtgea tgggatgatt
gactcgaacc cggaggcact aaccaagcat ctatgcaéga aaattgagec actttcgett
gectatetge attacttgeg tggcgacatg gtcaaccage agattggtga cgttgtggeg
tgggttcgtyg gaagttacag cggtgtaana atatccaact tgcgetacga tttcgaagag
gcagaccagc aaatacggga aggaaaagic gacgccgtgg cttttggegc caagttcatt
gcgaaccccg atctcgttga aagggcccaa caamasactgge cectcaacga gocgegacca

gaaacatact acacaagaac agcagtcgga tacaacgatt acccgacgta caacaaataa

210> 2

211> 379

<212> PRT

<213> Trypanosoma truzi

<400> 2

Met Ala Thr Phe Pro Glu Leu Leu Arg Pro Leu Lys Leu Gly Arg Tyr
1 b 10 15

Thr Leu Arg Asn Arg Ile Ile Met Ala Pro Leu Thr Arg Cys Gln Ala

20 25 30
Thr Glu Asp Asp His Val Pro Arg Thr Glu Ser Met Leu Lys Tyr Tyr
35 40 46
Glu Asp Arg Ala Ser Ala Gly Leu Ile Ile Ala Glu Ala Thr Met Val
60 55 60

Gln Pro Asn Tyr Thr Gly Phe Leu Thr Glu Pro Gly Ile Tyr Ser Asp

65 70 75 80

420
480
540
600
660
120
780
840
900
960
1020
1080
1140
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Ala Gln Ile Glu Glu Trp Arg Lys Ile Val Asp Ala Val His Lys Lys
85 90 95
Gly Gly Leu Ile Phe Leu Gln Leu Ile His Ala Gly Arg Ala Gly Ile
100 105 110
Pro Glu Lys Ile Leu Gln Gln Ser Lys Ser Asp Gln Asp Pro Leu Ala
_ 115 120 125
Gly Arg Leu Leu Ala Ala Ser Ala Ile Pro Ile Lys Asp His Arg Ile
130 136 140
Pro Ala Tyr Phe Ala Ala Ser Gly Glu Lys Glu Thr Tyr Gly Val Pro
145 160 166 160
Glu Glu Leu Thr Asp Asp Glu Val Arg Asp Gly Ile Ile Pro Leu Phe
165 170 175
Yal Glu Gly Ala Lys Asn Ala Ile Phe Lys Ala Gly Phe Asp Gly Val
180 185 190
Glu Ile His Gly Ala Asn Gly Tyr Leu Leu Asp Ala Phe Phe Arg Glu
195 200 205
Ser Ser Asn Lys Arg Gln Ser Gly Pro Tyr Ala Giy Thr Thr Ile Asp
. 210 . 215 220
Thr Arg Cys Gln Leu Ile Tyr Asp Val Thr Lys Ser Val Cys Asp Ala
226 230 235 : 240
Val Gly Ser Asp Arg Val Gly Leu Arg Ile Ser Pro Leu Asn Gly Val
245 2560 255
His Gly Met Ile Asp Ser Asn Pro Glu Ala Leu Thr Lys His Leu Cys
260 265 270
Lys Lys Ile Glu Pro Leu Ser Leu Ala Tyr Leu His Tyr Leu Arg Gly
275 280 285
Asp Met Val Asn Gln Gln Ile Gly Asp Val Val Ala Trp Val Arg Gly
290 . 295 : 300
Ser Tyr Ser Gly Val Lys Ile Ser Asn Leu Arg Tyr Asp Phe Glu Glu




!
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306 310 315 320
Ala Asp Gln Gln Ile Arg Glu Gly Lys Val Asp Ala Val Ala Phe Gly
325 330 335
Ala Lys Phe Ile Ala Asn Pro Asp Leu Val Glu Arg Ala Gln Gln Asn
340 345 350
Trp Pro Leu Asn Glu Pro Arg Pro Glu Thr Tyr Tyr Thr Arg Thr Ala
365 360 365
Vgl Gly Tyr Asn Asp Tyr Pro Thr Tyr Asn Lys
370 375
<210> 3
<211> 10
<212> PRT

<213> Trypanosoma cruzi

<400> 3
Asn Arg Ile Ile Met Ala Pro Leu Thr Arg
1 -5 10

<210 4
<211> 10
<212> PRT

<213> Trypanosoma cruzi

<400 4
Asp His Arg Ile Pro Val Tyr Phe Ala Ala
1 b 10

<210> 5
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<211> 10
<212> PRT

<213> Trypanosoma cruzi

<400> 5
Ile Ser Asn Leu Arg Tyr Asp Phe Glu Glu
1 b 10

<210 6
<211> 30
<212> DNA

<213> Trypanosoma cruzi

<400> 6

cggaattcat ggcgacgttc cctgaactte

<2105 7
| <211> 30
<212> DNA

<213> Trypanosoma cruzi

. <400> 7

ccgetcgagt tatttgttgt acgtcgggrta

<210> 8
<211> 22
<212> DNA

<213> Trypanosoma cruzi

e m— - —



<400> 8

atggcgacgt tccctgaact cc

<210> 9
<211> 21
<212> DNA

<213> Trypanosoma cruzi

<400> 9

ttatttgttg tacgtceggegt a

6/6
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DESCRIPCION
FLAVOPROTEINA DE TRYPANOSOMA CRUZI, METODO
VERMICIDA DE TAMIZAJE CON EL USO DEL MISMO Y
DIAGNOSTICO

CAMPO TECNICO

La presente invencién se refiere al desarrolio de una droga
tripanocida efectiva para el tratamiento de la infeccién por Trypanosoma
Cruzi (enfermedad de Chagas) para la que ningun tratamiento efectivo
esta comrientemente disponible; y un método de diagnéstico simple
altamente especifico. Mas particularmente, la presente invencion se
refiere a un método que desarrolla una droga tripanocida efectiva contra
el Trypanosoma Cruzi, el patégeno de la enfermedad de Chagas,
utilizando la flavoproteina TcOYE presente en el Trypanosoma Cruzi y
su proteina recombinante; y de prueba de la tasa metabdlica (actividad

de degradacién) de la sustancia efectiva.

Ademas la invencion se refiere a un método de diagnostico
simple y especifico de la infeccién por Trypanosoma Cruzi utilizando la
secuencia del gen de la TCOYE y anticuerpos de ésta.

ANTECEDENTES DEL ARTE.

La enfermedad de Chagas es una infeccidn por parasitos

causada por el Trypanosoma Cruzi (World Health Organization , Weekly
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268, 2002). Este protozoario infecta ademéas de los humanos, a varios
animales tales como peiros, gatos, y amadillos, y se distribuye en
muchos estados de US y sobre todo de América Central y América del
sur. La infecciobn en humanos ocurre principaimente en dreas del sur de
Texas y ha sido reportada en 18 paises de América Central y América
del sur. El nimero de casos se estima entre 16 y 18 millones,
produciendo 21.000 muertes cada afio, y se incrementa en 300.000
cada afio. Hay de 2.000.000 a 3.000.000 de pacientes infectados en el
estado cronico, y las personas en areas con alto riesgo de infeccién

ascienden a 120.000.000.

Cuando el Trypanosoma Cruzi esta presente en la sangre
humana, tiene kinetoplastos grandes y es del tipo tripomastigota con un
cuerpo curvado en forma de C de 18 a 22 um de longitud, y no sufre
division o multiplicacién. Sin embargo, en las células de los masculos,
del higado, del bazo y del corazdn, éste es del tipo atricos con un
cuerpo ligeramente eliptico de 2 a 4 um de diametro, tiene kinetoplastos
grandes, y se multiplica por fisién binaria. Este tipo atricos se puede
desamrollar en los tipos epimastigota y promastigota, pero este
finalmente se desarrolla en el tipo tripomastigota. Cuando éste
organismo es succionado por el bicho asesino vector, pasa en el cuerpo
del tipo atricos al tipo Trypanosoma metacliclico, y se excreta en las
heces. Se requieren cerca de 10 dias para el desarrollo en el cuerpo del

insecto.
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importantes incluyen Triafoma infestans que se distribuye en la parte
sur de América del sur incluyendo Argentina, Rhodnius prolixus
distribuido sobre todo en la parte norte de América del sur , y América
Central, y Panstrongylus megistus en Brasil. Cuando una persona es
picada por tal insecto, esto causa dolor severo y comezon, y la infeccién
ocumre cuando la persona rasca la herida de la picadura y penetra
dentro de la herida el Trypanosoma que esta en las heces del insecto
sobre la piel. El bicho asesino frecuentemente estd en la casa, y
succiona la sangre en la noche. Pueden ser un vector, los machos y las

hembras adultos, los insectos jévenes y las larvas.

Cuando un insecto pica e infecta con Trypanosoma cruzi, se
forma en el sitio una protuberancia roja llamada chagoma. Los sintomas
aparecen después de una o dos semanas de perfodo latente. Los
sintomas agudos ocurren principaimente en infantes. Pueden ocurrir
tales condiciones como fiebre alta, erupcién, linfadenitis,
hepatoesplenomegalia, blefaredema, en particular facial y unilateral,
llamado signo de Romaria, miocarditis y meningoencefalitis y algunas
veces se produce la muerte después que la enfermedad ha progresado
por 2 a 4 semanas . Un paciente infante que ha pasado por un estado
agudo pasa a un estado cronico, mientras que un paciente adulto tiende
a sufrir el curso de un estado crdnico desde el comienzo. Ejemplos de
los sintomas fundamentales durante el estado crénico incluyen

miocarditis, hipertrofia cardiaca y megacolon.

I ammfcailaes e o cofemcc e dad de AL oo o aleaa
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deteccion morfoldgica de los protozoarios utilizando frotis / coloracién
de Giemsa de los espacimenes en sangre y en aspirado de nédulo
linfoide, el método de deteccidon de cultivo de protozoarios utilizando
medios sintéticos de cultivo, el método de inoculacién de animales el
cual involucra inyectar el material muestreado en ratas o ratones con el
fin que se multiplique en el cuerpo, el método de diagndstico del vector
el cual involucra el permitir que bichos asesinos no infectados
succionen la sangre de un paciente y luego dos semanas mas tarde
detectar los protozoarios que se han multiplicado en el intestino del
insecto, o métodos inmunolégicos de diagnéstico tales como reaccion
endodérmica, reaccion de fijacibn de complemento, y técnica de
anticuerpo fluorescente. Sin embargo, cualquiera de estos métodos
requiere habilidad y procedimientos complejos, tienen sensibilidad

confusa y problemas de especificidad.

El Nifurtimox y el Benznidazol se han utilizado en el tratamiento
de la enfermedad de Chagas (Docampo, R. & Moreno, S. N. S., FASEB
J. 45, p2471-2476, 1986; Henderson, G. B., et al., Proc. Natl. Acad. Sci.
USA, 85, p5374-5378, 1988; Docampo, R., Chem. Biol. Interactions, 73,
p1-27, 1990). Sin embargo, estas drogas son efectivas solamente en la
fase temprana de la infeccién (Braga M. S., et al.,Rev. Inst. Med. Trop.
S. Paulo, 42, p157-161, 2000), y no se conoce nada acerca del
mecanismo de accién excepto que se ha sugerido que involucran
radicales tales como oxigeno reactivo (Boveris, A. R. et al., Biochem J.,

175: 431-439, 1978; Boveris, A. et al., Comp. Biochem Physiol., 61C:
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57: 548-557, 1999). Ademas, éstos pueden causar efectos adversos
fuertes y son carcinogénicos. Se piensa que las primaquinas anti-
maléricas son efectivas en alguna extensién, pero otras drogas que son
efectivas en el tratamiento de tripanosomiasis Africana y leishmaniasis
son inefectivas contra la enfermedad de Chagas y no se ha
desarrollado ninguna vacuna para el Trypanosoma cruzi. Por lo tanto,
hay una necesidad mundial de investigar una nueva molécula blanco
para el desarrolio de drogas encaminadas a la enfermedad de Chagas

(World Health organization TDR news 67: 15, 2002).

Mientras tanto, los inventores han indicado las posibilidades que
los protozoarios parésitos tales como el parasito de la malaria y el
Trypanosoma brucei, el patégeno de la tripanosomiasis Africana,
tengan un sistema metabdlico para biosintetizar prostaglandinas (PGs),
las cuales poseen acciones que inducen el suefio, la vaso-dilatacién y
la inmuno-supresion; a partir del acido araquidénico, que el sistema de
sintesis de PG en estos protozoarios no es sensible a inhibidores de la
enzima mamfifera (ciclo-oxigenasa), y que estos protozoarios pueden
utilizar las PGs para establecer parasitismo en el huésped (Kubata B.
K., et al., J. Exp. Med. 188: 1197-1202, 1998; Cubata B. K., et al., J.
Exp. Med. 182: 1327-1337, 2000). Entonces, los inventores purificaron
todos Iios lisatos de la fraccién soluble del Trypanosoma brucei. La
enzima Trypanosoma brucei PGF sintetasa (TbPGFS), que reduce la
prostaglandina Hz (PGH3), el precursor comin de varias PGs, a la

prostaglandina Fz, (PGF2;) y clonaron el gen y el cADN de ellas,
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2000). Sin embargo, no fue claro si el Trypanosoma cruzi, el cual forma
un citozoico, tiene 0 no una ruta biosintética para las PG como el
parasito de ia malaria y del Trypanosoma brucei, los cuales tienen rutas

de infeccidn y posiciones taxonémicas diferentes.

DIVULGACION DE LA INVENCION

(Problemas a ser resueltos por la invencidn)

Es un objetivo de la presente invencidn proporcionar una nueva
molécula blanco para el desamollo de drogas para la enfermedad de
Chagas, asl como también proporcionar un método de tamizaje de
drogas terapéuticas para la infeccion por Trypanosoma cruzi y un

diagnostico.

Los inventores han realizado estudios intensivos para alcanzar el
objetivo, y completaron la invencién basados en los descubrimientos

siguientes:

1) El Trypanosoma cruzi también tiene un sistema metabdlico que
biosintetiza prostaglandinas (PG) a partir de acido araquidénico, y el
sistema sintético PG de éste protozoario no es inhibido por los
inhibidores de la enzima mamifera (ciclo-oxigenasa). Es muy probable
que el Trypanosoma cruzi también use PG para establecer parasitismo

en el huésped como lo hace el Trypanosoma brucei.
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NADH, y la actividad no es absorbida por el anticuerpo para ia enzima
(TbPGFS) sintética Trypanosoma PGF. Por lo tanto no se ha detectado
el T. Cruzi PGF2, que sintetiza la proteina en otros protozoarios
parésitos, tales como el Tripanpsoma brucei y leishmania, o mamiferos
incluyendo los humanos, se creé que esto es propio del Trypanosoma

cruzi.

3) La PGH; - PGF2, reductasa purificada a partir de la fraccion
soluble del Trypanosoma cruzi es una flavoprotelna que contiene FMN

equimolar.

4) El cADN de la proteina tiene una regién de traduccion de
proteina de 1.140 pares de bases, y codifica una proteina de peso

molecular de 42.260 que consiste de 379 residuos de aminoacidos.

5) A partir del andlisis de homologia basado en la secuencia de
aminoacidos pronosticada, ésta enzima pertenece a la familia del gen
de la antigua enzima amarilla (NADPH deshidrogenasa), la cual esta

ausente en animales. Por lo tanto fue designada como TcOYE.

6) La TcOYE recombinante producida y purificada en grandes
cantidades a través de la expresién en E. Coli utilizando el cADN exhibe
una actividad PGH; - PGF2, reductasa con actividad especifica similar a
aquella de la enzima purificada a partir de la fraccién soluble de

Trypanosoma cruzi. Bajo condicién anaerobia, la TcOYE recombinante

4’2
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asi como también menadiona, p-lapacona, nifurtimox, y 4-nitroquinolina-

N-6xido.

7 La TcOYE convierte compuestos naftoquinona tales como
menadiona y p-lapacona en radicales semiquinona por reduccion de un
electrén. De otro lado, cuando el sustrato es nifurtimox o 4-

nitroquinolina-N-0xido, la TcOYE, dirige la reduccién de dos electrones

y no produce radicales.

8) Los anticuerpos policlonales para la TcOYE inmunoprecipitan
casi completamente la actividad de la PGH; - PGF2, reductasa presente
en la fraccion soluble del Trypanosoma cruzi y la actividad para reducir
tales compuestos como menadiona, p-lapacona, nifurtimox, y 4-

nitroquinolina-N-6xido.

Puesto que la TcOYE no ha sido encontrada en otros
protozoarios parésitos , tales como Tripanpsoma brucei y leishmania, o
mamliferos incluyendo los humanas, esta puede proporcionar un buen
blanco para el desamollo de drogas tripanocidas especificas para
Trypanosoma cruzi. En un tamizaje de reaccién enzimatica utilizando la
TcOYE recombinante, los compuestos que sufriran reduccién de un
electrdn para producir radicales se espera tengan un efecto
antiparasitario contra el. Trypanosoma cruzi, mientras que los

compuestos que sufran reduccidn de dos electrones se espera sean

descompuestos facilmente por el Trypanosoma cruzi.

69
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En adicién se puede aplicar la deteccidn de la proteina TcOYE y
el gen por un método inmunolédgico utilizando anticuerpos para la
TcOYE y un método de biologla molecular utilizando la secuencia de
nucledtidos del gen de la TcOYE, tal como el método RT-PCR, en el
desarrollo de un método altamente especlfico y simple para diagnosticar

la infeccion por Trypanosoma cruzi.

(Soluciones)

La presente invencién se refiere a la flavoproteina TcOYE
derivada del Trypanosoma cruzi, que tiene la actividad enzimatica para

reducir la prostaglandina H; a prostaglandina Fa,.

En un aspecto, la presente invencién se refiere a la proteina
recombinante de (a), (b), o (c), siguiente:
(a) wuna protelna que contiene la secuencia de aminoAcidos
representada por SEQ ID NO: 2
b) una proteina que comprende una secuencia de aminoécidos que
tiene una supresion, sustitucién o adicion de uno o mas aminoécidos en
la secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID No: 2, y que
tiene una actividad enzimatica para reducir la prostaglandina H, a
prostaglandina Fa,.
C) una proteina que comprende un fragmento de la secuencia de
aminoacidos representada por SEQ ID NO: 2, y que tiene una actividad

enzimatica para reducir la prostaglandina H; a prostaglandina Fx.
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La presente invencion ademas se refiere al gen que codifica la

.proteina descrita antes.

En un aspecto, la presente invencién se refiere al gen anterior

que consiste del ADN que contiene la secuencia de bases de SEQ ID

NO: 1.

La presente invencién ademas se refiere a un anticuerpo para la

proteina descrita antes.

La presente invencion ademas se refiere a un método de
tamizaje para drogas tripanocidas contra la infeccion por Trypanosoma
cruzi, que comprende las etapas de:

(i) preparar la protelna descrita antes y la prostaglandina H;

{ii) Poner en contacto la proteina y la prostaglandina Hz con un
compuesto candidato en presencia de NADPH o NADH, y

(i) Examinar si se inhibe o no la reduccién de la prostaglandina

Hz a prostaglandina Fz,,

En otro aspecto, la presente invencion se refiere ademas a un

método de tamizaje de drogas tripanocidas contra la infecciébn por

Trypanosoma cruzi, que comprende la etapas de:

(i) Incubar la proteina descrita antes con un compuesto
candidato en presencia de NADPH o NADH, y

(i) Determinar si el compuesto produce o no radicales como

F
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La presente invencion se refiere ademés a un método para el
diagndstico de la infeccién por Trypanosoma cruzi, que comprende
las etapas de:

() incubar un espécimen o el extracto de un espécimen con el
anticuerpo descrito antes, y

(i) examinar si se forma o no el complejo antigeno / anticuerpo.

En otro aspecto, la presente invencién se refiere a un método
para el diagndstico de la infeccion por Trypanosoma cruzi, que
comprende las etapas de:

()] hacer reaccionar un espécimen o el extracto de un espécimen
con el gen descrito antes o un fragmento de éste, y

(i) examinar si ellos se hibridizan o no e uno con el otro.

En otro aspecto, la presente invencién se refiere a un método
para el diagnéstico de la infeccibn por Trypanosoma cruzi, que
comprende las etapas de:

(i) preparar ADN recogido de un espécimen o cADN sintetizado
a partir de mARN en un espécimen utilizando trasncriptasa
inversa,

(i) realizar la PCR ufilizando este ADN o cADN como una
plantilla , y utilizando la secuencia de nucleétidos contenida
en el cADN de la TcOYE de SEQ ID NO: 1 como un
iniciador(“primer”) sentido y un iniciador contra-sentido,

(i) examinar si se amplifica o no el cADN de la TcOYE.

32
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BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La Figura 1 es una grafica que muestra la produccién de

prostaglandina por el extracto crudo de Trypanosoma cruzi,

La Figura 2 es una vista de una cromatografia en capa delgada
de silica gel que detecta la [1-14¢]-PGF2, a partir de la reduccion de la
[1-14c]-PGH2 en presencia de NADPH en la fraccion soluble de

Trypanosoma cruzi,

La Figura 3 es una vista de un perfil de electroforesis en gel de
poliacrilamida SDS de la enzima purificada a partir de Triopanosoma

cruzi, que muestra una banda uniforme en el peso molecular de 42.000;

La Figura 4 es una tabla que muestra la relacion rendimiento y
purificacién de las etapas de purificacién de la prostaglandina Hz-F2.

reductasa de Trypanosoma cruzi;

La Figura 5 es un espectro de absorcién en la regién visible del
estado de oxidacibn de la PGHzFz. reductasa purificada de

Trypanosoma cruzi;

La Figura 8 es una vista esquematica que muestra la expresion
de la TcOYE recombinante y un perfil de electroforesis en gel de

poliacrilamida SDS del espécimen en diferentes etapas de purificacién;

13
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La Figura 7 es una tabla que muestra la especificidad del

sustrato de la reaccion de reduccion por la TcOYE recombinante;

La Figura 8 es una vista que muestra el espectro de resonancia
espin-electr6n de los radicales de semiquinona producidos a través de
una reducciébn de un electrbn de compuestos naftoquinona por la
TcOYE y los radicales anién superdxido producidos a través de una

reaccion secundaria con oxigeno;

La Figura 9 es una grafica que muestra la inhibicion de la
actividad de la PGHz-F2, reductasa de la TcOYE por compuestos

naftoguinona y compuestos nitro hetero-ciclo;

La Figura 10 es una vista del ensayo de papel secante western
(Western blot) utilizando un extracto crudo de Trypanosoma que indica
la especificidad del anticuerpo anti-TcOYE;

La figura 11 es una vista esquematica de una cromatografla en
capa delgada de silica gel que muestra la inmunoabsorciéon de la
actividad de la PGHx-F2. reductasa en la fraccién soluble del

Trypanosoma cruzi por un anticuerpo anti-TcOYE, y

La Figura 12 es una tabla que muestra la inmunoprecipitacién por
el anficuerpo anti-TcOYE de la actividad enzimatica para reducir

menadiona, p-lapacona, nifurtimox, y 4-nitroquinolina-N-6xido en el

3



10

15

"20

25

14

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere a la flavoproteina TcOYE
derivada del Trypanosoma cruzi, que tiene la actividad enzimética para
reducir la prostaglandina H, a prostaglandina F2, en presencia de

NADPH o NADH.

La presente invencion ademas se refiere a la proteina
recombinante de (a), (b), o (c), siguiente:
a) una proteina que contiene la secuencia de aminoacidos
representada por SEQ ID NO: 2
b) una protelna (algunas veces referida aqul después como
(“variante TcOYE") que comprende una secuencia de aminoacidos que
tiene supresion, sustitucién o adicion de una o mas aminoacidos en la
secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID No: 2, y que tiene
una actividad enzimatica para reducir la prostaglandina Hz: a
prostaglandina F2,.
c) una proteina (algunas veces referida aqui después como
(“fragmento TcOYE") que contiene un fragmento de la secuencia de
aminodcidos representada por SEQ ID NO: 2, y que tiene una actividad

enzimatica para reducir la prostaglandina H; a prostaglandina Fa.
Esta proteina (TcOYE) tiene las siguientes propiedades.

(1) Contiene flavin mononucleétido (FMN) equimolar, y tiene un peso

15
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(2) Tiene una actividad enzimética para reducir PGH; a PFG2, en
presencia de NADPH o NADH.

(3) También reduce peroxido de hidrégeno, perdxido de butilo,
menadiona, p-lapacona, 4-nitroquinolina-4-oxido, nifurtimox, fenazina
metosuifato (5-metil-fenazometil sulfato), mevinolina (lactona del 4cido
2p,8a-dimetil-8a-(2-metil-1-oxo-butoxi)-mevinico, acido 12-oxo-
fitodiendico ( acido 4-oxo-5p-(2Z-pentenil)-2-ciclopenteno-1p-octandico).
Acido 9-0x0-10E, 12Z-octadecadienbdico , econazol (1-]2-([4-
clorofenillmetoxi)-2-(2,4-diclorofenil) etil-1H-imidazol}).

(4} Las reacciones de reduccion incluyen reduccién de un electrén
en donde el sustrato produce radicales y reduccion de dos electrones
en donde no se forman radicales.

(5) La actividad enzimatica para reducir PGHz a PGF2; es absorbida
completamente por el anticuerpo anti-TcOYE.

(8) La actividad enzimatica para reducir PGH, a PGF2; no es

absorbida por el anticuerpo anti -TbPGFS.

Los inventores tuvieron éxito en la clonacién del cADN que
codifica la proteina TcOYE de Trypanosoma cruzi. El cADN tiene la
secuencia de bases de SEQ ID NO: 1. Por lo tanto, la TcOYE tiene la

secuencia de aminoacidos pronosticada de SEQ ID NO: 2.

Esta protelna (TcOYE) se puede producir aislandola de
Trypanosoma cruzi, pero s preferible producir la proteina utilizando

tecnologlia de recombinacién genética.

6
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Se pueden utilizar Procariéticas para producir la protelna de la
presente invencién. Ejemplos de Procaritticas adecuados para la
produccién de la proteina de la presente invencion incluyen Escherichia
coli K-12 294 y otras cepas de E. Coli, especies de bacilos tales como
Bacillus subtilis, bacterias intestinales tales como Salmonella
typhymurium y Seratia marcescans, varias especies de Pseudomonas y

especies de Streplomyces.

Ejemplos de secuencias promotoras adecuadas para controlar la
expresidbn del gen en Procariticas incluyen pB-lactmasa, lactosa,
fosfatasa alcalina y promotores de triptéfano (trp). También se pueden
utilizar promotores hibridos adecuados tal como el promotor tac.
Generaimente, se pueden unir otros promotores bacterianos con
secuencias de base conocidas al ADN que codifica la proteina de la
presente invenciébn mediante el uso de un ligante o un adaptador que

proporcione cualquier sitio de restriccién necesario.

El término “gen®, como aqul se usa, se refiere a cualquier
molécula, tal como ADN o ARN, que tiene una secuencia de acido

nucleico con la secuencia descrita antes.

La presente invencion también se refiere a un vector, y
especialmente un pldsmido, césmido, virus, bacteri6fago y otros
vectores convencionales usados en ingenieria genética que contiene el

acido nucleico de la presente invencién. Se pueden crear varios

b
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boratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory (1988) N.Y. , y
Ausubel, Current Protocols in Molecular Biology, Green Publishing
Associates and Wiley Interscience, N.Y., (1989), (1994). Los plasmidos
y vectores preferiblemente usados de acuerdo con la presente

invencién incluyen aquellos conocidos por aquellos versados en el arte.

En una incorporacién preferida, una molécula de acido nucleico
de la presente invenciéon en un vector se une a la secuencia control que

puede expresar el gen en células Procariéticas o Eucaribticas.

El término “secuencia control® se refiere a una secuencia
reguladora de ADN necesaria para la expresion de la secuencia
codificante a la cual ésta se une. Las propiedades de tal secuencia
control varlan dependiendo del organismo huésped. En Procariéticas,
una secuencia control contiene generaimente un promotor, un sitio de
unién al ribosoma y un terminador. En Eucarifticas, una secuencia
control contiene generalmente un promotor, un terminador y en algunos

casos un trans-activador o un factor de transcripcion. El término

“secuencia control’ implica que por lo menos estan contenidos todos los .

componentes necesarios para la expresion, y puede contener otros

componentes (tiles.

El término ° unido operablemente®” implica una posicion que
permita al componente operar de la manera propuesta. Una secuencia

control “unida operablemente” a una secuencia codificante significa que
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de control. Cuando la secuencia de control es un promotor, se usa
preferiblemente un acido nucleico de doble hebra, como es bien

conocido por aquellos versados en el arte.

Por lo tanto, preferiblemente el vector de acuerdo con la presente
invencibn es un vector de expresion. "Vector de expresién” es un
constructo que se puede usar para transformar una célula huésped
seleccionada y expresar una secuencia codificante en la célula huésped
seleccionada. Por ejemplo, el vector de expresibn puede ser una
clonacion o un vector de integracion. Preferiblemente la expresién
incluye transcripcion de la molécula de acido nucleico a un mARN que
se pueda traducir. Los factores de regulacién que aseguran la expresion
en células Procaridticas y/o Eucariéticas son conocidos por aquellos
versados en el arte. En el caso de Eucaridticas, tales factores
reguladores contienen un promotor que asegura la iniciacién de la
transcripcion y en algunos casos una sefial poli A que asegura la
terminacion de la transcripcion y la estabilizacién de transcriptos. Los
promotores usados generalmente son un promotor de poliubiquitina y
un promotor de actina. Otros factores reguladores pueden incluir un
mejorador de transcripcion. Los factores reguladores posibles que
pemiten la expresién en células huéspedes Procaridticas incluyen, por
ejemplo, promotores PL, lac, trp o tac en E. Coll. Ejemplos de factores
reguladores apropiados conocidos por aquellos versados en el arte que
permiten la expresidn en células huésped Eucaridticas incluyen

promotores AOX1 o GAL1 en levaduras, promotores CMV- en células
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pcDV1 (Phamacia) de Okayama —Berg el cual es intron de globina, y
los vectores de expresion pCDM8, pRc / CMV, pcADN1, pcADN3 (In-
vitrogen) y pSPORT1 (GIBCO BRL). Otro sistema de expresién que se
puede usar para expresar la proteina es un sistema insecto. Mediante e
tal sistema insecto que utiliza el virus de la polihedrosis nuclear de la
Autographa califomia (AcNPV) como un vector, un gen extrafio se
expresa en las células de Spodoptera frugiperda o de Trichoplusia
larvae. La secuencia codificante del gen de la presente invencién se
puede clonar dentro de las regiones virales no esenciales tal como la
del gen de polihedrina, y colocar bajo el control del promotor de
polihedrina. La insercién exitosa de la secuencia codificante inactivaria
el gen de polihedrina y produce un virus recombinante carente en una
protelna de recubrimiento. El virus recombinante se usa para infectar
las células de Spodoptera frugiperda o de Trichoplusia larvae, en las
cuales se expresa la protelna de la presente invencién (Smith, J. Virol.
46 (1983), 584; Engelhard, Proc. Nat. Acad. Sci. USA 91 (1994), 3224-
3227). Ventajosamente, el vector de la presente invencion descrito

antes contiene un marcador que se puede seleccionar.

La presente invencién ademéas se refiere a una célula huésped
que contiene el vector descrito antes o el gen de la invencién en donde

la secuencia de acido nucleico es exdgena a la célula huésped.

El término “exdgeno” implica que una molécula de acido nucleico

es bien sea heter6loga a una célula huésped (lo que significa que ésta
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antecedente genético diferente de la contraparte natural de la molécula
de acido nucleico. Esto significa que si la molécula de acido nucleico es
homéloga a una célula huésped, esta no se sitia en el sitio natural en el
genoma de la célula huésped y sus alrededores, en particular, por
genes diferentes. En este caso, la molécula de acido nucleico puede
estar bajo el control del promotor original o de un promotor heterdlogo.
El vector o gen de la presente invencién contenido en una célula
huésped se puede incorporar en el genoma de la célula huésped o
mantener fuera del cromosoma de la célula. A este respecto el gen de
la presente invencion se puede utilizar para recuperar o crear un gen
variante por recombinacién homologa (ed. Paszkowski, Homologous
Recombination and Gene Slicing in Plants, Kluwer Academic Publishers

(1984).

De este modo, la presente invencién se refiere a una célula
huésped que contiene el vector o gen de ia presente invencion. La
célula huésped puede ser cualquier célula Procaridtica o Eucaridtica
incluyendo bacterias (arqueobacterias), insectos, hongos, plantas y
animales.Preferiblemente, la célula del hongo es una especie

Saccharomyces, y especialmente Saccharomyces cerevisae.

El término “procariética® se utiliza para incluir todas las bacterias
que se pueden transformar o transfectar con ADN o ARN para la
expresion de la proteina de la presente invencion. Los huéspedes

procariéticos pueden incluir, por ejemplo, bacterias gram-positivas y
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células de levaduras, plantas superiores, insectos, y preferiblemente
mamliferos. La proteina codificada por el polinucleétido de la presente
invencion puede estar o no glicosilada por el huésped utilizado para la
produccidn de un recombinante. La proteina de la presente invencién
puede tener o no la metionina como residuo del primer aminoécido.
Cualquier técnica generalmente conocida por aquellos versados en el
arte se puede usar para transformar o transfectar un huésped con el
gen de la presente invencién. Ademas, los métodos de fusién,
preparacién de un gen enlazado funcionalmente y la expresién en él,
por ejemplo en mamliferos y bacterias son conocidos por aquellos
versados en el arte (Sambrook, Molecular Cloning: A Laboratory

Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, NY, 1989).

La presente invencién ademas se refiere al gen que codifica la
proteina de (a), (b), o0 (¢) mas adelante:
(a) la flavoproteina TcOYE derivada del Trypanosoma cruzi, que
tiene actividad enzimatica para reducir prostaglandina H, a
prostaglandina F2o en presencia de NADPH o NADH.
(b) Una proteina que contiene la secuencia de aminoécidos
representada por SEQ ID NO: 2
(c) Una proteina que comprende una secuencia de aminoacidos
que tiene supresion, sustitucién o adicion de uno o mas aminoacidos en
la secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 2, y que
tiene actividad enzimatica para reducir prostaglandina Hz a

prostaglandina F2 .
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(d) Una protelna que contiene un fragmento de la secuencia de
aminoacidos representada por SEQ ID NO: 2, y que tiene actividad

enzimatica para reducir prostaglandina H; a prostaglandina F2¢ .

En un aspecto, el gen que codifica la proteina que tiene la
secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 2 consiste de
ADN que contiene la secuencia de bases de SEQ ID NO: 1. pueden ser
muchas secuencias de bases dependiendo de como el cddigo genético

este degenerado.

La invencién ademas se refiere a un anticuerpo para:

(a) Una proteina que contiene la secuencia de aminoécidos
representada por SEQ ID NO: 2.

(b) Una proteina (algunas veces referida aqul después como
“TcOYE variante”) que comprende una secuencia de aminoécidos que
tiene supresidn, sustitucion o adicion de uno o mas aminoacidos en la
secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 2, y que tiene
actividad enzimatica para reducir prostaglandina Hz a prostaglandina
F2a.0

(c) Una proteina que contiene un fragmento de la secuencia de
aminodcidos representada por SEQ ID NO: 2, y que tiene actividad

enzimatica para reducir prostaglandina Hz a prostaglandina Fz¢ .

Estas proteinas se pueden utilizar como una fuente de inmunidad

para producir un anticuerpo de ellas. Estos anticuerpos pueden ser
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unica como también fragmenios Fab o los productos de una biblioteca
de expresion de Fab. Se conocen varios métodos en el arte que se

pueden usar para la produccion de tales anticuerpos y fragmentos.

Los anticuerpos generados contra la proteina que corresponde a
la secuencia de la presente invencién se pueden obtener por inyeccion
de la protelna directamente a un animal o por administracion de la
proteina a un animal, preferiblemente animal no humano. El anticuerpo
anti-TcOYE obtenido de tal manera enlaza la TcOYE por si mismo, y
absorbe completamente la actividad de la PGH:-PGF. reductasa .
Utilizando este método, ain una secuencia que codifica un fragmento
de una protelna se puede utilizar para producir un anticuerpo que

enlaza a la protelna natural completa.

Se puede usar cualquier tecnologia que proporcione un
anticuerpo producido por cultivo continuo de células para preparar un
anticuerpo monoclonal. Ejemplo de tales tecnologlas incluyen
tecnologfa de hibridoma (Kohler and Milstein, 1975, Nature, 256: 495-
497), tecnologia trihoma, tecnologla de hibridoma de células
A humanas (Kozbor et al., 1983, Inmunology Today 4. 72) y tecnologia

EBV-hibridoma para producir anticuerpos monoclonales humanos (Cole
et al., 1985, Monoclonal Antibodies and Cancer Therapy, Alan R. Liss,
Inc., 77-86).

La presente invenciébn se refiere a un método de tamizaje de
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(i) prepar la proteina TcOYE y prostaglandina Ha,

(i) incubar la protelna y la prostaglandina H2 con un compuesto
candidato en la presencia de NADPH o NADH, y

(i) examinar si se inhibe 0 no la reduccién de prostaglandina H; a

prostaglandina Fz¢ .

Un ejemplo de la reaccion es como sigue. Para la reaccion bajo
condicién aerébica, 1 pl de una solucion 500 uM de{1-14C] PGH, (2.04
Gbg/mmol; acetona, DMSO o solucién de dietilénglicol dimetil éter) se
adiciona a 100 pl de una solucién amortiguadora de fosfato 100 mM(pH
7.0) que contiene un sistema de produccion de NADPH (100 pM de
NADP, 100 pyM de glucosa-6-fosfato, 1 unidad de glucosa-8-fosfato
dehidrogenasa), TcOYE y un inhibidor, y se permite que reaccionen a
37°C por 2 minutos. Para la reaccién bajo condicibn anaertbica,
después de burbujear la mezcla de reaccibn con gas argén por 5
minutos, se adiciona 100 yM NADPH o NADH y 1 pl de soluciéon se
PGHa,y a la mezcla se le permite reaccionar en argén gaseoso a 37°C

por 2 minutos.

250 pl de una solucion de parada (dietil éter: metanol: 2M de
acido cltrico (una solucién mezcla 30:4:1)) a -20°C y una cantidad en
exceso de sulfato de sodio anhidro se adicionan para detener la
reaccién, y el sustrato residual ([1-14C] PGH2) y el producto de la
reacciéon enzimatica ([1-14C] PGF2o ) se extraen en el éter al mismo

tiempo. Parte (cerca de 50 pl) de la capa de éter se aplica sobre una
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(eluyente. dietil éter: metanol: &cido acético (una solucién mezcla
80:2:1)), se realiza a temperatura refrigerada a -20°C. Después del
desarrollo se hace autoradiografla de la placa de capa delgada
utilizando un analizador de imagen FL2000 (Fuji Photo Film), y se
calcula la relaciéon del sustrato al producto para determinar la actividad
enzimatica.

Cuando se utiliza PGH2 no marcado, el sustrato y un producto
después de la reaccion se determinan por separacién utilizando LC-MS
(cromatografla liquida — espectrometria de masas; sistema Waters
Alliance LC-MC, médulo de separacion 2680, detector con arreglo de
fotodiodos 996, detector de masas ZQ 4000; columna Inertsil — OD33),
y se calcula la razdn sustrato a producto similarmente que para

determinar la actividad enzimatica.

La reaccién enzimética descrita anteriormente se conduce en
presencia o ausencia de un inhibidor y se examina una disminucién en
la velocidad de reaccidn debida al inhibidor para determinar si se inhibe
o no la reduccion. A causa de que es muy probable que el
Trypanosoma cruzi utilice prostaglandina para mantener el parasitismo
en células huésped, se puede usar un inhibidor de TcOYE para inhibir

el parasitismo por Trypanosoma cruzi en células huésped.

La presente invencidn ademas se refiere a un método de
tamizajp de medicamentos tripanocidas contra infeccion por

Trypanosoma cruzi, que comprende las etapas de:
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ii) Determinar si el compuesto produce o no radicales como

resultado de la reduccién de un electrén por la proteina.

Un mililitro de un amortiguador 100 mM de fosfato (pH 7,0) que
contiene TCOYE y un sustrato candidato se burbujea con gas argén por
cinco minutos para hacer un ambiente anaerobio. Luego, se adiciona a
la mezcla de reaccion NADPH & NADH 100 mM y se permite que
reaccionen a 37°C bajo condicién anaerobia y se sigue la disminucién

en NADPH 6 NADH determinando la absorbancia a 340nm.

La generacién de radicales como resultado de la reduccién de un
electrén se determina como sigue. Cien mililitros de un amortiguador 5
mM de tris — HCI (pH 7,0) que contiene TcOYE y un sustrato candidato
se desplaza con gas argébn por 5 minutos para hacer un ambiente
anaerobio. Luego, se adiciona NADPH 6 NADH 10mM a la mezcla de
reaccién y se permite reaccionar a 25°C 6 37°C por 3 minutos bajo
condicién anaerobia. Parte de la mezcla de reaccién se analiza con un
espectrémetro de resonancia de espln electrén (espectrémetro JEOL de
banda — X) para determinar la generacion de radicales. Las condiciones
de medida y el método analltico se describen en el documento mas
adelante. Se cree que los radicales producidos reaccionan con oxigeno
para generar radicales aniones superdxido (Moreno S.N.J. et al_, J. Biol.

Chem. 259: 6298-6305, 1884), los cuales matan Trypanosoma cruzi.

La presente invencidn, ademas, se refiere a un método de
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i) incubar un espécimen o el extracto de un espécimen con el
anticuerpo anti- TcOYE descrito anteriormente, y

ii) examinan si se forma 6 no un complejo antigeno / anticuerpo.

Ejemplos de especimenes utilizados para diagnosis incluyen
muestras de sangre de pacientes sospechosos con infeccién por
Trypanosoma cruzi, biopsias tal como tejidos musculares, y fluidos
corporales tal como fluido cerebroespinal. El término “extracto del
espécimen” se refiere a una protelna, ADN 6 ARN la cual se extrae del

espécimen descrito anteriormente.

Se pemite que el espécimen descrito anteriormente reaccione
con una solucién amortiguadora hiposmética para extraer TCOYE de
infeccién por Trypanosoma cruzi. Se permite que el extracto reaccione
con un anticuerpo anti — TCOYE para determinar si se forma o no un

complejo antigeno / anticuerpo.

Ademads, las secciones de tejido y los frotis se pueden dejar
reaccionar con un anticuerpo anti TcOYE, luego con un material
fluorescente adecuado o con un anticuerpo secundario marcado con un

enzima para visualizar la localizacion de Trypanosoma cruzi.

Se puede utilizar para la detecciéon de un complejo antiegeno —
anticuer el papel secante Western ordinario, el método ELISA que

utiliza un anticuerpo inmovilizado o un método de coagulacién de latex.

Lol BRI . . [ Y Y framacsm alalalbc malamnlam P T L] el =
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puede utilizar para la deteccién en secciones de tejido y muestras de

frotis.

La presente invencion ademas se refiere a un método de
diagnostico de la infeccidon por Trypanosoma cruzi, que comprende las

etapas de:

(i) incubar un espécimen o el extracto de un espécimen con el gen
que codifica TcOYE o un fragmento de él, y

(i) examinar si ellos se hibridizan o no uno con el otro.

E! ADN extraido del espécimen descrito anteriormente se digiere
con varias enzimas de restriccion, y los fragmentos de ADN se separan
por electroforesis en gel de agarosa y se transcriben sobre una pelicula
de nailon. Se permite que la pelicula transcrita reaccione con sonda de
cADN o ARN de la TcOYE marcada con un radioisétopo o digoxigenina
para determinar la presencia de un gen enlazado a la sonda (papel
secante southermn). Alternativamente, el ARN extraldo del espécimen
descrito anteriormente se puede utilizar para determinar la presencia del

mARN de ia TcOYE de una manera similar (papel secante northem).

Para la deteccién del gen TcOYE o mARN en secciones de tejido
y frotis, se puede utilizar el método de hibridacién in situ con una sonda
cADN o ARN de TcOYE la cual estd marcada con un radiois6topo o con

digoxigenina.

LR
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La presente invencibn ademds se refiere a un método de
diagndstico de la infeccién por Trypanosoma cruzi, que comprende las

etapas de:

(i) preparar ADN recogido de un espécimen o cADN sintetizado a
partir del mMARN en un espécimen utilizando transcriptasa inversa,

(i) realizar la PCR utilizando este ADN como plantilla, y utilizando la
secuencia de nucledtidos contenida en el cADN de TcOYE de SEQ ID
NO. 1 como un iniciador sentido y un iniciador antisentido, y

(ili) examinar si se amplifica o no el cADN de TcOYE.

Por ejemplo, un iniciador sentido (por ejemplo 5'-
ATGGCCGACGTTCCCTGAACTCC-3') (SEQ ID NO: 8) y un iniciador
antisentido (por ejemplo, 5'-TTATTTGTTGTACGTCGGGTA-3)(SEQ ID
NO: 9) contenido en cADN de TcOYE se puede utilizar para [a reaccion
de cadena de polimerasa (PCR) utilizando el ADN de una pequefa
cantidad de fluidos corporales infectados con Trypanosomea cruzi, tales
como sangre completa, tejido muscular y fluido cerebroespinal, como
plantilla para determinar si se amplifica o no el cADN de TCOYE .EIl
método PCR incluye, por ejemplo, un ciclo de 85°C por 5 minutos para
la desnaturalizacion del ADN, y 30 ciclos para amplificacién cada uno
que consiste de 85°C por 1 minuto para desnaturalizacion del ADN,
56°C por 30 segundos para el enlace del iniciador y 72°C por 1 minuto

para elongacién por la ADN polimerasa.
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Ejempios
Ejemplo 1

Sistema que sintetiza de prostaglandina en Trypanosoma cruzi

La forma vegetativa (epimastigoto) de trypanosoma cruzi cepa
YNIH en el cuerpo del insecto (obtenida de Nacional Institute of
Infections Diseases (1-23-1, Toyama. Shinjuku-ku, Tokio) se incubé por
el método convencional (Nozaki T. et al., J. Biol. Chem. 276: 8516-6523,
2001) utilizando un medio de cultivo sintético. El cultivo de protozoos se
destruyé por un tratamiento hipoosmoético y se le pemitié reaccionar
con acido araquidénico, y las PGs producidas fueron extraidas con un
solvente organico y separadas/purificadas por HPLC. La determinacion
usando un kit comercial (Kubata B.X. et al., J. Exp. Med. 188:1197-
1202, 1988) mostr6é que el extracto crudo de Trypanosoma cruzi produjo
PGD.. PGEz y PGF2, activamente (ver la figura 1).La produccion de
estos PGs se previno completamente por tratamiento con calor a 100°C
por 20 minutos, pero no se afectd por Aspirina 3uM o Indometacina 42
UM, las cuales inhiben completamente la produccibn de PG en

mamiferos.

Actividad de la prostaglandina Ho-F,. reductasa en Trypanosoma cruzi

Se permite que reaccionen [1-14¢] — PGH2 40uM con NADPH

500 pyM en amortiguador 0.1M de fosfato (pH 7.0) sometiendo a

il
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PGH2 se convierte en PGFy. (ver la figura 2). Sin embargo, esta
conversion no tiene jugar a menos que se adicione la fraccién soluble

de Trypanosoma cruzi desnaturalizada por el calor o NADPH.

Purificacién de la prostaglandina Hz-F,. reductasa de Trypanosoma

cruzi y secuenciacién de aminoécidos de ella

La fraccion soluble de Trypanosoma cruzi se sometidé a
fraccionamiento con sulfato de amonio y se colectaron las fracciones
con 20 a 80% de saturacion de sulfato de amonio. Estas fracciones
fueron fraccionadas mediante cromatografla de columna de filtracién
por gel (Hiload 16/60 columna superdex 200 pg, Amersham Pharmacia
Biotec). La fraccién activa se concentrd en un concentrador Centricon
(Millipore) con un valor de interrupcibn de peso molecular 3000, se
dializ6 en amortiguador de fosfato 20mM (pH 7.0), se adsorbié por
cromatografla de columna de fase inversa (Resource PHE Columna de
Fase inversa, Amersham Pharmacia Biotec) equilibrada con
amortiguador de fosfato 20 mM (pH 7.0) que contiene 2 moles de
suifato de amonio, y se eluyé con sulfato de amonio en gradiente
inverso, en el intervalo desde 2 moles hasta 0 moles, que contiene
0.1% de Tween 20. La fraccidn activa se dializd6 en amortiguador 20mM
de Tris-HC! (pH 8.0), se adsorbié en una columna de resina de
intercambio iénico (Hiprep 16/80 columna de intercambio ibnico DEAE,

Amersham Pharmmacia Biotec) equilibrada con este amortiguador y

2.
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(Hiload 16/60 columna superdex 200 pg, Amersham Pharmacia Biotec)
de la fraccién activa produjo una enzima purificada que muestra una
banda uniforme a un peso molecular de 42000 sobre electroforesis en
gel de poliacrilamida SDS, con una actividad especlifica de cerca de
700 nmol /min /mg de proteina y un rendimiento en térmicos de la
actividad de la PGH2-F2. reductasa de cerca de 1% con una relacién de

purificacién de 1630 veces (ver las figuras 3 y 4).

La PGH;-PGF.: reductasa purificada enlaza un pigmento
amarillo. Su espectro de absorcion en el intervalo visible tiene una
absorcibn médxima cerca de 379 nm y 462 nm cuando esta en estado de
oxidado. El espectro de absorcidn visible desaparece cuando se
adiciona NADPH 100 pM para reducir la enzima. Por lo tanto, la enzima
es una flavoproteina que enlaza una molécula de flavina mono-

nucledtido (FMN) por molécula de la enzima (ver figura 5).

Cuando la enzima purificada se trato con lisii endopeptidasa
(Rosenfeld, J. et al., Anal, Biochem., 203: 173-174,1992) y se separd
por cromatografia en fase inversa, se recogieronn tres pépticos, cuyas
secuencias de aminoacidos se determinaron como se explica mas
adelante.

Péptido 1: AsnArgllelleMetAlaProLeuThrArg (SEQ ID NO: 3)

Péptido 2: AspHisArglleProValTyrPheAlaAla (SEQ ID NO: 4)
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Ejemplo 4
Expresién de una proteina recombinante utilizando clonacién de cADN
de TcOYE v E. coli.

La basqueda en |a base de datos de EMBL/GenBank/DDBJ para
las secuencias de aminoacidos de los tres péptidos obtenidos revelaron
dos de los tres péptidos, y el péptido residual con un residuo de
aminoécido diferente, en la regién de traduccion de la protelna predicha
del gen 1.686bp nombrado como U31282 (Catmull, J. y Donelson, J. E.,
base de datos EMBL/GenBank/DDBJ, 1995, se encontré un gen
homélogo del gen de la antigua enzima amarilla de las levaduras con el
tipo citozoico de Trypanosoma cruzi, descrito como una reductasa de

Trypanosoma cruzi).

La secuencia de bases mas adelante se sintetizé a partir de la
secuencia de nucledtidos de la regién de traduccién de la proteina de
de Trypanosoma cruzi reductasa como un iniciador sentido para el cual
se adiciond en extremo §° una secuencia de la enzima de restriccion
EcoRl, 5-CGGAATTCATGGCGACGTTCCCTGAACTTC-3" (SEQ ID
NO: 6) y la secuencia de bases mas adelante como un iniciador
antisentido para el cual se adicioné al extremo 5' una secuencia de la
enzima de restriccion Xhol,

5-CCGCTCGAGTTATTTGTTGTACGTCGGGTA-3' (SEQ ID NO: 7).

E! ARN total se extrajo de la forma vegetativa del Trypanosoma
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oligo adaptador-dT (Takara Shuzo Co., Ltd.) para sintetizar cADN de
banda Gnica utilizando transcriptasa inversa de virus de mieloblastosis
aviar (Takara Shuzo Co., Ltd.). La PCR que utiliza los iniciadores
sentido y antisentido sint&ticos descritos anteriormente produjeron una
amplificacion del cADN que contiene una regién de traduccién de
proteina de un peso molecular de 42,260 que comprende 379 residuos
de aminoacidos (SEQ ID Nos. 1 y 2). La secuencia de nucledtidos del
cADN obtenida se diferencia de la U31282 en 6 sitios, uno de los cuales
estuvo acompafado por variaciéon en los residuos de aminoacidos. Las
secuencias totales de aminoacidos de los 3 péptidos determinados con
la enzima purificada estuvieron contenidas en la region de traduccién

de la proteina de cADN obtenido.

E! cADN obtenido se insertd en el sitio EcoRI/Xhol del vector
pGEX-4T-1 (Amersham Pharmacia Biotec) para producir un vector de

expresién de proteina.

Cuando E. coli BL21 se transformé con este vector y se incubod
por 7 horas en la presencia de isopropil-B-D-tiogalactosilpiranosido 0.5
mM, el TcOYE recombinante se expresé en la fraccién soluble de E. coli
como una proteina de fusion con glutation transferasa. Las celulas E.
coli se destruyeron ultrasonicamente y el extracto se sometié a columna
por afinidad de glutation (glutation Sepharose 4B, Amersham
Pharmacia Biotec) para adsorber la proteina de fusién sobre la resina,

y, después del lavado, la columna se traté con trombina para recuperar
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Ejemplo 5

Especificidad del sustrato de la reaccién de reduccién por la TcOYE

recombinante.

La actividad de la PGH2-F2, reductasa de la TcOYE recombinante
fue 766 nmol/minuto/mg de proteina, un valor de actividad especifica
que representa que es casi similar al espécimen purificado de la

fraccion soluble de Trypanosoma cruzi.

Se pemitid que las TcOYE recombinante reaccionara con
NADPH o NADH 500 uM burbujeando argén en un amortiguador 0.1 M
de fosfato (pH 7.0) y se midi6 la disminucién de la absorcién a 340 nm
para determinar la especificidad del sustrato para varios compuestos;
los resultados mostraron que la TcOYE reduce el peréxido de hidrégeno
y el peroxido de butilo (ver Figura 7). La TcOYE también reduce
quinonas anti-tripanosomales y compuestos nitro, tales como
menadiona, B-lapacona, 4-nitroquinolina-4-6xido, nifurtimox, metosulfato
de fenazina (5-metilfenazometilsulfato), mevinolina (lactona del acido
28, 6a-dimetil-8a-(2-metil-1-oxo-butoxi)-mevinico), acido 12-oxo-
fitodiendico (acido 4-ox0-58-(2Z-pentenil)-2-ciclopenteno-18-
octanoico), acido 9-oxo-10E,12Z-octadecadiendico, y econazol (1-[2-([4-
clorofenillmetoxi)-2<(2,4-diclorofenil)etil-1H-imidazol)]. Sin embargo, no

reduce benznidazol o cristal violeta.
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El espectro de resonancia de espin electrén del producto de la
reaccién de la TcOYE se mididé con un espectrémetro JEOL banda X
(JEOL Ltd.) (Moreno, S. N. J. et al., J. Biol. Chem. 259: 6298-6305,
1984);, se detectd una sefial que mostré que los compuestos
naftoquinona tales como menadiona y B-lapacona sufrieron una
reduccion de un electron y produjeron radicales semiquinona. Los
radicales semiquinona reaccionaron con oxigeno y produjeron radicales
anién superéxido, los cuales mataron los protozoos (ver Figura 8). De
otro lado, los compuestos nitroheterociclicos, tales como nifurtimox, 4-
nitroquinolina-N-6xido o mevinolina, sufrieron una reduccién de 2

electrones y no produjeron radicales.

Los compuestos de Naftoquinona y compuestos nitro
heterociclicos que son reducidos por TcOYE inhiben la actividad
reductora de PGH2:-F2, de TcCOYE de una manera dependiente de la
dosis. El Nifurtimox inhibe la actividad mas fuertemente y el efecto de
inhibicibn de menadiona, la B-lapacona y el 4-nitroquinolina-N-6xido es

débil (ver Figura 9) .

Ejemplo 8

Produccién de anticuerpo anti-TcOYE

El antigeno de la TcOYE recombinante (300 ug) disuelio en

amortiguador de Tris-HCI 5mM (pH 8.0) se mezclé con una cantidad
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hembra Kb1 en 20 sitios subcutaneos en el hombro para inmunizacién.
Entonces, cada dos semanas se adiciond una dosis igual del antigeno
emulsificado en una cantidad igual de adyuvante incompleto de Freund,
se administrdé un total 4 veces. 4 semanas después de segunda
inmunizacion, la sangre fue muestreada de la vena de la oreja del
conejo. La muestra de sangre se dej6 en reposo toda la noche a 4°C y
entonces el suero se colecté por separacién centrifuga (1000 X g, por
20 minutos). El suero sanguineo se separé por cromatografia en
sefarosa de proteina A (Amersham Phammacia Biotech), y la fraccién
IgG se purifico. '

Ejemplo 7
Anticuerpo Anti-TcOYE y ensayo de inmunoabsorcién de la actividad

que metaboliza la droga utilizando la misma.

El anticuerpo obtenido por inmunizacién del conejo con la TcOYE
purificada mostré reaccién cruzada inmunolégica con solamente TcOYE
en el ensayo de papel secante western utilizando el extracto crudo de
Trypanosoma cruzi. No se detectd ninguna proteina en el extracto
crudo de Tripanosoma bruci o leishmania que presente reaccion
cruzada inmunolégica o enlace con TbPGFS. Al contrario, el anticuerpo
obtenido por inmunizacion de un conejo con el TODPGFS recombinante
no reconocid la TcOYE, y se detectd que ninguna proteina muestra
reaccion cruzada inmunolégica en el extracto crudo de Trypanosoma

cruzi (ver Figura 10).

e tiie ammemrre sl inmmerscmm e e s cmeille rdldllmce e 2l nrdee cte cmrede da

9%



10

15

20

25

38

PGHx-F2, reductasa casi completamente, pero el anticuerpo anti-
TbPGFS no tuvo efecto sobre la actividad (ver Figura 11). El anticuerpo
anti-TcOYE inmunoprecipité casi completamente la actividad enzimatica
para reducir menadiona, B-lapacona, nifurtimox, 4-nitroquinolina-N-

oxido en el extracto crudo de Trypanosoma cruzi (ver Figura 12).

Estos resultados muestran que la actividad de la PGHz-PGF2,
reductasa y la actividad para reducir tales compuestos como
menadiona, B-lapacona, nifutimox y 4 -nitroquinolina-N-6xido en el
extracto crudo de Trypanosoma cruzi son mediados en su mayor parte

por la TcOYE.

71
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REIVINDICACI NES

1. Una flavoproteina (TcOYE) derivada de Trypanosoma Cruzi. Que
tiene una actividad enzimatica para reducir prostaglandina Hz a

prostaglandina Fa..

2. Una proteina recombinante de (a), (b) o (c) méas abajo
mencionadas:

a) una proteina que comprende la secuencia de aminodacidos
representada por SEC ID NO: 2

b) una proteina (algunas veces referida aqul después como
“variante TcOYE") que comprende una secuencia dé aminoacidos que
tiene supresién, sustitucion o adicion de uno o mas aminoécidos en la
secuencia de aminoacidos representada por SEC ID No: 2, y que tiene
una actividad enzimatica para reducir la prostaglandina Hz a
prostaglandina Fz,, ¥y

c) una proteina que comprende un fragmento de la secuencia de
aminodécidos representada por SEC ID NO: 2, y que tiene una actividad

enzimatica para reducir la prostaglandina H; a prostaglandina Fy.

3. Un gen que codifica la protelna de acuerdo con la reivindicacién

162

4, El gen de acuerdo con la reivindicacién 3 que comprende ADN

que comprende la secuencia de bases de SEQ ID NO: 1.

(o0
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5. Un anticuerpo para la proteina de acuerdo con la reivindicacién 1

6. Un método de tamizaje de drogas tripanocidas para la infeccidon

por Trypanosoma cruzi, que comprende las etapas de:

(i preparar la protelna de acuerdo con la reivindicaciéon 1 6 2 y
la prostaglandina Hz

(i) incubar la proteina y la prostaglandina Hz con un compuesto
candidato en presencia de NADPH o NADH, y

(i) examinar si se inhibe o no la reduccién de la prostaglandina

H2 a prostaglandina Fz,

7. Un método de tamizaje de drogas fripanocidas para la infeccién
por Trypanosoma cruzi, que comprende las etapas de:
(i) incubar la protelna de acuerdo con la reivindicacién 1 ¢ 2 con
un compuesto candidato en presencia de NADPH o NADH, y
(i) determinar si el compuesto produce o no radicales como

resultado de una reduccion de un electrdn por la proteina.

8. Un método para el diagnéstico de la infeccidn por Trypanosoma cruzi,
que comprende las etapas de:
(i) incubar un espécimen o el extracto de un espécimen con el
anticuerpo de acuerdo con la reivindicacién 5, y

(i) examinar si se forma o no el complejo antigeno / anticuerpo.
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Un método para el diagnostico de la infeccion por Trypanosoma

cruzi, que comprende las etapas de:

()

(ii)

10.

incubar un espécimen o el extracto de un espécimen con el
gen de acuerdo con la reivindicacion 3 o un fragmento de
éste, y

examinar si el espécimen o el extracto del espécimen

hibridizan o no con el gen o un fragmento de éste.

Un método para el diagnostico de la infeccién por Trypanosoma

cruzi, que comprende las etapas de:

)

(ii)

(iif)

preparar ADN recogido de un espécimen o cADN sintetizado
a partir de mARN en un espécimen utilizando trasncriptasa
inversa,

realizar la PCR utilizando dicho ADN o dicho cADN como una
plantilla , y utilizando la secuencia de nuclebtidos contenida
en el cADN de la TcOYE de SEQ ID NO: 1 como un iniciador
("primer”) sentido y un iniciador contra-sentido,

examinar si se amplifica o no el cADN de la TcOYE

lee



L )

10

42

RESUMEN

Se tiene por objeto proporcionar un método para el diagnéstico de la
infecciéon con la enfermedad de Chagas por tamizaje de drogas
tripanocidas para Trypanosoma cruzi que es el patdgeno de la
enfermedad de Chagas . Utilizando una flavoproteina TcOYE especifica
para Trypanosoma cruzi, se tamiza una droga tripanocida efectiva
contra el Trypanosoma cruzi. Utilizando [a secuencia del gen de la
TcOYE y un anticuerpo para ésta, se diagnostica la infeccion por

Trypanosoma cruzi.

o3
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Fig. 4
- Actividad
. Actividad
. " Proteina iy especifica Relacién de
a de Purificacion (mg) (e:;'::l';:';‘a) (nmol/mg de Puriflcacién
proteina)
n Soluble 171.0 154 0.9 1.0
n en sulfato de
» entre el 20-80% 127.0 150 1.2 13
iracion
lex 200 113.0 150 1.2 1.3
tograma de
racion
tograma 8.0 170 25.0 28.0
bico
tograma de
mbio iénico DEAE 2.8 180 64.0 71.0
tograma de
racion Superdex 0.3 210 700.0 778.0

gundo tiempo
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Proteina marcadora de Peso Molecular
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transformacion

Extracto Crudo de E. coli que expresa
la TcOYE recombinante

TcOYE recombinante reunido por
tratamiento con trombina

Estandar Purificado de la TcOYE
recombinante.
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Fig. 7
Especificidad del sustrato de reduccién por la TcOYE recombinante
Vmax/actividad
Sustrato c(:;ﬁ" Km (nM) especifica
(nmol/min/mg)
8,11- endoperéxido PGH; NADH - 554
] NADPH 5.0 766
Peréxido de Hidrogeno BPH" NADPH 2.3 29
NADPH n.d. 282
Menadiona NADH - 499
NADPH 0.82 700
B-Lapacona NADH 0.17 850
NADPH - 433
4-nitroquinolina-N-oxido NADH - 759
NADPH 9.5 1110
Nifurtimox NADH - 290
NADPH 19.0 353
Fenazina metosulfato® NADPH 10.4 235
Mevinolina® NADH n.d. 555
Acido12-oxo-fitodiendico NADPH n.d. 152
9-oxo ODE® NADPH n.d. 54
Econazol' NADH n.d. 43
Benznidazol - n.d. N.D.
Miconazol’ - n.d. N.D.
Ketoconazol" - n.d. N.D.
Cristal violeta' - n.d. N.D.
BHT - n.d. N.D.
BHA" - n.d. N.D.

a: t-butil hidroperéxido, b: 5-metil-fenazometilsulfato, ¢: lactona del acido
2- B,6a-dimetil-8a-(2-metil- 1-oxo-butoxi)}-mevinico, d: acido 4-oxo-5p-(2Z-
pentenil)-2-siclopenteno-1B-octanoico, e: dcido 9-oxo-10E,12Z-
octadecadienoico, f: 1-[2-([4-clorofenilJmetoxi)-2-(2,4-diclorofenil)etil-1H-
imidazol], g: 1-[2,4-diclorop-([2,4-doclorobenzil}-oxo)fenetilJmidazol, h: cis-1-
acetil-4[4-[2-(2,4-diclorofenil)}-2-(1 H-imidazol- 1-il-metil)-1,3-dioxolano-4-
ilmetoxi]fenilpiperazina}, i: cloruro de N-[4-[bis[4-
(dimetilamino)fenil}metileno]-2,5-cilohexadieno-1-il-iden-N-metil-metano
aluminio, j: (2,6di-ter-butil-para-cresol), k: [2(3)-ter-butil-4-hidroxianisol

N.D.: no detectado
n.d.: no medido
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Fig. 11
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1. Extracto crudo de Trypanosoma Cruzi después de la
reaccién con la IgG control

2. Extracto crudo de Trypanosoma Cruzi después de la
reaccién con anticuerpo anti-TbPGFS

3. Extracto crudo de Trypanosoma Cruzi después de la
reaccién con anticuerpo anti-TcOYE
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Fig.12
Inmunopercipitacién por el anticuerpo anti-TcOYE de la actividad enzimética
para reducir menadiona p lapacona, nifurtimox, 4-nitroquinolina-N-oxido en
el extracto Crudo de Trypanosoma cruzl
Actividad enzimética persistente (%)

ra Menadiona p lapacona nifurtimox 4-nitroquinol na
©0 de Trypanosoma cruzi
is de la reaccion con *N.D. 10(x2) N.D. N.D.

iwpo anti-TCOYE.

'0 de Trypanosoma cruzi
s de la reaccién con 98(18 103(23 100(£5 100(+10
wpo anti-TbPGFS. (+8) (£3) () (+10)

0 de Trypanosoma cruzi
is de la reaccién con IgG 100(14) 100(16) 100(+10) 100(16)
control.
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LISTAS DE SECUENCIAS
<110> Instituto de Biociencias de Osaka

<110> JAPON REPRESENTADO POR EL DIRECTOR GENERAL DEL INSTITUTO
NACIONAL DE ENFERMEDADES INFECCIOSAS

<120> FLAVOPROTEINA DE TRYPANOSOMA CRUZI, METODO PARA TAMIZAJE DE
UN AGENTE EXTERMINADOR DE EL Y METODO PARA DIAGNOSTICAR LA
INFECCION POR EL.

<130> 664102

<150> JP 2002-289284
<151> 2002-10-11

<160> 9

<210> 1
<211> 1140

<212> DNA

<213> Trypanosoma cruzi

<400> 1

atggcgacgt tecectgaact tetgeggece ctcaaattgg ggegcetacac acttegtaat 60
cggattatta tggctcectt gacgegttge caggcaacag aagatgatca igtaccaagg 120
acggaatcga tgctgaagta ctacgaagac cgggcatctg caggtcttat cattgccgag 180
gcgacgatgg tccagccaaa ctacactggg ttectcacgg agectggeat ttactcegat 240
gegcagatig aggagtggag aaagatcgtg gacgcggtac acaaaaaggg tggecttata 300
ttcctgcaac teattcacge tggtcgagec gggatteegg agaagatect tcagcagteg 360



2/6

aagagtgacc aggatccect tgetgggegce ctgettgecg cgagigecat teccattaag 420
gaccatcgga ttcctgecta tittgetgeg agecggagaaa aggagaccta cggtgtccca 480
gaggagctca cggatgacga agtccgggac ggtatcatcc cattgtttgt ggagggggee 540
aaaaacgcca tctitaagge tgggtitgat ggegttgaga ttcatggage caacggetac 600
ftactggacg cctitittcg cgaatcticc aacaagegec agtceggtee gtacgecgga 660
acgaccatcg acacacgatg ccaactcatc tacgatgtca ccaaaagcgt ctgegatgec 720
gtoggaagtg accgtgtggg getccgeata tecccactaa acggcegtgea tgggatgatt 780
gaclcgaacc cggaggcact aaccaagcat ctatgcaaga aaattgagcc actttcgctt 840
gcctatctgc attacttgeg tggegacaty gicaaccage agattggtga cgttgtggeg 800
tgagttcgtg gaagttacag cggtgtaaaa atatccaact tgegetacga fttcgaagag 960
gcagaccagc aaatacggga aggaaaagtc gacgccgigg citttiggege caagttcatt 1020
gcgaacceecg atctegtiga aagggeccaa caaaactgge cectcaacga gecgegacca 1080
gaaacatact acacaagaac agcagtcgga tacaacgatt acccgacgta caacaaataa 1140

<210> 2

<211> 379

<212> PRT

<213> Trypanosoma cruzi

<400> 2

Met Ala Thr Phe Pro Glu Leu Leu Arg Pro Leu Lys Leu Gly Arg Tyr

1 5 10 15
Thr Leu Arg Asn Arg lle lie Met Ala Pro Leu Thr Arg Cys Gin Ala

20 25 30
Thr Glu Asp Asp His Val Pro Arg Thr Glu Ser Met Leu Lys Tyr Tyr

35 40 45
Glu Asp Arg Ala Ser Ala Gly Leu lle lie Ala Glu Ala Thr Met Val

50 55 60
Gln Pro Asn Tyr Thr Gly Phe Leu Thr Glu Pro Gly lle Tyr Ser Asp

(3



65 70 75 80

3/6
Ala Gin Hle Glu Glu Trp Arg Lys lle Val Asp Ala Val His Lys Lys

85 90 85
Gly Gly Leu lie Phe Leu Gin Leu lle His Ala Gly Arg Ala Gly lle

100 105 110
Pro Glu Lys lle Leu Gin Gin Ser Lys Ser Asp Gin Asp Pro Leu Ala

115 120 125
Gly Arg Leu Leu Ala Ala Ser Ala lle Pro lle Lys Asp His Arg lle

130 135 140
Pro Ala Tyr Phe Ala Ala Ser Gly Glu Lys Glu Thr Tyr Gly Val Pro
145 150 155 160
Glu Glu Leu Thr Asp Asp Glu Val Arg Asp Gly lie lle Pro Leu Phe

165 170 175
Val Glu Gly Ala Lys Asn Ala lie Phe Lys Ala Gly Phe Asp Gly Val

180 185 190
Glu lle His Gly Ala Asn Gly Tyr Leu Leu Asp Ala Phe Phe Arg Glu

195 200 205
Ser Ser Asn Lys Arg Gin Ser Gly Pro Tyr Ala Gly Thr Thr lle Asp

210 215 220
Thr Arg Cys Gin Leu lle Tyr Asp Val Thr Lys Ser Val Cys Asp Ala

225 230 235 240
Val Gly Ser Asp Arg Val Gly Leu Arg lle Ser Pro Leu Asn Gly Val

g



245 250 255
His Gly Met lle Asp Ser Asn Pro Glu Ala Leu Thr Lys His Leu Cys

260 285 270
Lys Lys lle Glu Pro Leu Ser Leu Ala Tyr Leu His Tyr Leu Arg Gly

275 280 285
Asp Met Val Asn Gin Gin lle Gly Asp Val Val Ala Trp Val Arg Gly

290 295 300
Ser Tyr Ser Gly Val Lys lle Ser Asn Leu Arg Tyr Asp Phe Glu Glu

4/6
305 310 315 320
Ala Asp GIn Gin lle Arg Glu Gly Lys Val Asp Ala Val Ala Phe Gly

325 330 335
Ala Lys Phe lle Ala Asn Pro Asp Leu Val Glu Arg Ala GIn GIn Asn
340 345 350
Trp Pro Leu Asn Glu Pro Arg Pro Glu Thr Tyr Tyr Thr Arg Thr Ala
355 360 365
Val Gly Tyr Asn Asp Tyr Pro Thr Tyr Asn Lys
370 375
<210> 3
<211> 10
<212> PRT
<213> Trypanosoma cruzi
<400> 3

Asn Arg lle lle Met Ala Pro Leu Thr Arg
1 5 10

(19



<210> 4

<211> 10

<212> PRT

<213> Trypanosoma cruzi
<400> 4

Asp His Arg lle Pro Val Tyr Phe Ala Ala
1 5 10

<210> 5

<211> 10

<212> PRT

<213> Trypanosoma cruzi
<400> 5

lle Ser Asn Leu Arg Tyr Asp Phe Glu Glu
1 5 10

<210> 6

<211> 30

<212> ADN

<213> Trypanosoma cruzi
<400> 6

cggaattcat ggcgacgtic cctgaacitc
<210> 7

{20



<211> 30

<212> ADN

<213> Trypanosoma cruzi
<400> 7

ccgetegagt tatitgtigt acgtcgggta

<210> 8
<211> 22
<212> ADN

<213> Trypanosoma cruzi

400> 8

atggcgacgt tccctgaact cc
<210> 8

<211> 21

<212> ADN

<213> Trypanosoma cruzi
<400> 9

ttatttgitg tacgtcgggt a

21

22
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